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Résume : La toxine Bot Ill est une neurotoxine de type a purifiée a partir du venin du
scorpion Buthus occitanus tunetanus, qui I’un des scorpions les plus dangereux en Algérie.
Cette toxine se fixe sur le site 3 du cana sodique des cellules excitables et blogue son
inactivation.

L’ objectif de ce travail est d éudier la biodistribution de la toxine Bot Il au niveau des
différents compartiments par application du test ELISA sandwich et d'analyser les effets
histopathol ogiques de cette toxine au niveau des organes (coaur, poumon et foie) en présence
et en absence d immunothérapie apres une envenimation expérimentale.

Les résultats de notre éude montrent que la toxine présente une absorption, une distribution et
une éimination trés rapides. La toxine apparait dans le sérum 15 minutes aprés une injection
sous-cutanée. Le pic de concentration au niveau des organes et du sérum apparait apres 30
minutes d’ envenimation. Aprés 3 heures la concentration de la toxine devient tres faible et
apres 24 heures la toxine devient quasiment indétectable. Ces résultats montrent que
I’ envenimation scorpionique est un cas d extréme urgence qui hécessite une prise en charge
rapide et spécifique.

L’ étude de la biodistribution est complétée par une analyse des effets histopathologiques de la
toxine Bot 111 au niveau des organes (coaur poumon et foie). L’ histologie montre que latoxine
Bot 111 induit des atérations tissulaires représentées par |'hémorragie, |’ cedeme, I'infiltration
des cdlules inflammatoires, congestion et épaississement des parois intra-alvéolaires. Ces
Iésions tissulaires seraient dues a la libération accrue des neurotransmetteurs (catécholamines
et acétylcholine) qui vont induire I’ activation des phospholipases endogenes.

L'immunothérapie montre que I'immun-sérum spécifique a Bot Il provogue une
neutralisation partielle des lésions tissulaire. Ceci serait du a la différence de la
pharmacocinétique entre la toxine qui présente une distribution rapide et I'anticorps qui
présente une distribution moins rapide. Pour cela il est recommandé d’ utiliser des fragments
neutralisants de taille plus petite.

Mots clés : Buthus occitanus tunetanus, venin, toxine Bot |11, biodistribution, immun-sérum,
test ELISA, histopathologie, immunothérapie.
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Abréviations
A : Adénine
Aah : Androctonus australis hector
Aah Il : Toxine |l du venin de scorpion Androctonus australis hector
ACF : Adjuvent complet de Freund
AIF : Adjuvent incomplet de Freund
Arg: Arginine
Asn : Asparagine
Bot : Buthus occitanus tunetanus
Bot I11 : Toxine I11 du venin de scorpion Buthus occitanus tunetanus
CPA: Cdlule présentatrice d’ antigene
Cys: Cystéine
C:. Partie C terminde
DL50: Dose |étale 50
ELISA: Enzym Likend Immuno Sorbent Assay
Fab et F(ab)’,: Fragment antigen binding
FioxGso: Fraction toxique majoritaire du venin d’ Aah
GABA: Acide y-aminobutyrique
His: Histidine
1gG : Immunoglobuline G
i.p: Intrapéritonéale
kd : Constante de dissociation
Leu: Leucine
OPD : O-Phényl Diamine dihydrochloride
PAF: Platelet Activating Factor
PL: Phospholipase

RIA : Radio Immuno Assay



RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
s.C: Sous cutanée
T : Thymine

Va : Vaine
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I ntroduction

Les envenimations scorpioniques constituent, par leur fréquence et leur gravité, un
probléme de santé dans plusieurs régions du monde. Selon le ministere de la sant€, le nombre
de pigdre durant les quinze derniéres années en Algérie a connu une forte évolution, passant
de 22972 en 1991 a 51180 en 2007, soit un accroissement avec un taux de 122%. Mémesi le
taux de mortalité a connu une forte diminution en passant de 0,46% a 0,15% durant cette
période, il n”empéche que le nombre de piqlre annuelle demeure élevé. Le taux de mortalité
est passé en moyenne a 70 cas par an, prés de 65% des victimes sont des enfants de moins de

cing ans.

Les espéces les plus dangereuses sont Androctonus australis hector (Aah) et Buthus
occitanus tunetanus (Bot). Ces especes induisent lors d’ une envenimation, |’ apparition de
symptémes divers (douleur, sudation, hypotension, hypertension, fiévre). Une aggravation de
I’ état genéral de I’ envenimé se traduira par un cedeme pulmonaire suivi d' un arrét cardiaque
(Hammoudi-Triki et Laraba-Djebari, 2003).

La sévérité de la piqdre du scorpion est due a la composition complexe de son venin qui
consiste en la présence de deux fractions; une fraction non toxique composée de peptides, de
lipide et de nucléotides, et une fraction toxique composée principalement de toxines
pharmacologiquement actives de faible poids moléculaire (environ 7 kDa). La diffusion
tissulaire rapide des ces toxines nécessite une intervention et une prise en charge des
envenimés dans des délais tres brefs (Ismail et Abdessalem, 1988; Ismail et al., 1993).

Les toxines de venin des scorpions sont des neurotoxines qui agissent sur les canaux
sodium et potassium, entrainant ainsi une dépolarisation anormale des cellules excitables et

une libération accrue des neurotransmetteurs (Martin Eauclaire et al., 1999).

L’ immunothérapie constitue a I’heure actuelle, le seul traitement spécifique contre les
envenimations scorpioniques. Elle repose sur I’administration d’ anticorps spécifiques qui ont
pour effet de complexer, détacher et diminer les molécules toxiques qui sont a |’ origine de
troubles graves. Cependant, I'efficacité de cette immunothérapie dépend de plusieurs
paramétres tel que la dose de I’ anticorps administrée, lavoie et le délai de I’injection (Pepin-
Covataet al.,1996 ; Rezende et al., 1998).



Cette étude a été entreprise afin de caractériser le role de la toxine Bot |11 ; polypeptide
hautement toxique purifié a partir du venin de Buthus occitanus tunetanus. Cette neurotoxine
est active sur les canaux Na'. Pour cela nous avons procédé a une envenimation
expérimentale d’un model murin afin de caractériser les principaux effets histopathol ogiques
causés par cette toxine. L’ application d'un test ELISA sandwich spécifique a cette espéce a
été utilisée pour la quantification de la toxine dans les sérums et les organes des animaux
envenimés. Cette éude de la biodistribution de Bot |11 permettrait de proposer des protocoles

thérapeutiques efficaces pour neutraliser les effets toxiques du venin.
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|.Le scorpion

Les scorpions sont représentés par environ 1500 especes connues. ils constituent, au sein
des arthropodes, un ordre mineur mais d’' une grande importance médicale (Gaudrault, 2000 ;
Hommel et al., 2000).

Le scorpion appartient a |I’embranchement des arthropodes, sous embranchement des
Chélicérates, classe des Arachnides, ordre des Scorpions, avec deux sous ordres; Les
Buthoides (Famille des Buthidae) et les Chactoides (six familles) (Martin-Eauclaire et al.,
1999).

Les espéces actuelles sont toutes terrestres, elles sont pourvues d’ un exosquel ette chitineux
articulé qui ala particularité d’ étre fluorescent en lumiére noire (350-370 nm). Les scorpions
sont des animaux particulierement résistants que ce soit au froid, a la chaleur, au jeline et
méme aux radiations ionisantes. Ils ont une grande capacité d’ adaptation qui leur a permis de
sinstaller sur tout les continents et dans tout les biotopes y compris sous la neige et dans les
zones marines. La queue porte a son extrémité le telson, un appareil venimeux constitué d’ une

vésicule avenin prolongée par un dard qui permet I'inoculation du venin.

Les principales espéces dangereuses pour |’homme appartiennent la plupart a la famille des
Buthidae (Tableau 1) qui est diviséen:

e Espéces de I’ancien monde qui se localisent en Afrique du nord et en Asie, les
espéces | es plus importantes sont Androctonus austarlis hector, Buthus occitanus
tunetanus, Buthotus sp, Hemiscorpio lepturus.

e [Espéces du nouveau monde constituées par le genre Centruroiodes présent en
Amérique du nord et I’ Ameérique centrale ainsi que le genre Tityus qui se localise
en Amérique du sud (Possani et al., 1999; Droy et Leroy, 2002).

Les espéces les plus dangereuses présentes en Algérie sont Androctonus australis hector et
Buthus occitanus tunetanus (Figure 1). Ces deux espéces différent par leur couleur et leur
taillle: Androctonus australis hector peut atteindre plus de 10 cm, aors que le scorpion

Buthus occitanus tunetanus variede 4.5 a7 cm.
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Tableau | : Les especes de scorpions dangereuses pour I"homme (Droy et Leroy, 2002)

Ancien Monde

Genre Espéce Distribution
Wndroctonus aeneas Ifrique nord saharienne
australis De |'Algérie a I'Egypte
crassicauda De I'Afrique du nord a
I'Arabie saoudite
mauretanius  [Endémique du Maroc
Buthotus franzwerneri  [Endémique du Maroc
tamulus Inde
Buthus occitanus Pourtour mediterranéen
et pays du Sahel
Leiurus guinquestria- |Waste répartition :
nus frique, Moyen-Orient
Parabuthus granulatus frique du sud
sp. Afrique de l'est
Arabie
Hemiscorpius lepturus [rak, Iran
Nouveau Monde
Genre Espéce Distribution
Centrutoides exilicauda Etats-Unis
infamatus Etats-Unis, Mexique
noxius Mexique
suffusius Mexique
Tityus lbahiensis Bresil, Argentine
lserrulatus Bresil
trinitatis Trinite
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Figure 1 : Morphologie du scorpion
a. Le scorpion Buthus occitanus tunetanus

b. Le scorpion Androctonus australis Hector
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[1. Envenimation et symptémes

L’ envenimation scorpionique est caractérisée par |’ apparition rapide de symptébmes dans
les 5 a 30 minutes qui suivent la piqdre, témoignant d’une gravité qui dépend de plusieurs
facteurs (Ismail et al., 1980). Les facteurs de gravité sont fonction de I’espece qui cause
I”envenimation, sa taille, son &ge, sa nutrition, les conditions climatiques de son habitat, la
guantité du venin injecté, de sa voie dintroduction (inoculation au niveau des zones
richement vascul arisées), |’age du sujet envenimé et le délai de prise en charge (Broglio et
Goyffon, 1980; Padilla et al.,2003).

Les symptébmes observés lors d’une pigdre par un scorpion vont depuis les signes locaux
(réaction inflammatoire et engourdissement) jusqua I'état de choc (troubles cardio-
circulatoires et respiratoires, coma profond), en passant par des symptdomes plus généraux
(nausées, vomissements, diarrhées, modification de la pression artérielle, fievre, prostration)
(Laraba-Djebari, 1996).

Une gradation de I’envenimation scorpionique a été établie dans le cadre des réunions de
Concertation entre Instituts Pasteur en fonction de la sévérité des symptomes cliniques (ACIP,
1998) (Tableau II).

Tous ces symptébmes sont, en général, la conséquence des effets combinés des différents
composants contenus dans le venin. Cependant il a été démontré que la toxicité des venins des

Butidae est principalement due aux toxines de type a.

I1l1. Lesvenins

Les venins de scorpions sont caractérisés par une grande complexité (Watt et Simard,
1984). Leur glandes venimeuses est caractérisée par la présence d une variété de composants
biologiquement actifs, tel qu'une faible quantité d’enzyme (hyaluronidase, acétylcholine
estérase), nucléotides, lipides, peptides (s&otonine, histamine), mucoproteines,
mucopolysaccharides et d’autres substances inconnues (Zoltkin et al., 1978; Possani et al.,
1984).



Chapitre I

Rappels bibliographiques

Tableau I : Les principaux symptdmes cliniques et gradation des envenimations
scorpioniques au Maghreb (ACIP, 1998).

Gradation

Principaux symptémes

Gradel

Signeslocaux : douleur, fourmillement

Signes généraux : Irritabilité, agitation/obnubilation

Gradell

Signeslocaux : douleur, fourmillement

Signes généraux : Irritabilité, agitation/obnubilation,
sueur, diarrhées, vomissement/nausees, hyper
sdlivation, ballonnement gastrique, extrémités
froides, fiévre/ frissonnement, dysrégulation
thermique.

Signes car diovasculaires : hypertension, hypotension,
tachycardie.
Signerespiratoires: cyanose

Signes neuromusculaires : priapisme

Gradelll

Signeslocaux : douleur, fourmillement

Signes généraux : Irritabilité, agitation/obnubilation,
sueur, diarrhées, vomissement/nausees, hyper
sdlivation, ballonnement gastrique, extrémités
froides, fiévre/ frissonnement, dysrégulation
thermique.

Signes car diovasculaires : hypertension, hypotension,
tachycardie, bradycardie,
hypertrophie auriculaire, fibrillation
auriculaire et ventriculaire, trouble
de la conduction, choc.

Signe respiratoires: cyanose, polypnée, dyspnée, mousse aLix
lévres, rdles crépitant, sécrétion
bronchiques, arrét respiratoire, OAP.

Signes neuromusculaires : priapisme, hyperexcitabilité,
nystagmus, hémiplégie, prostration,
convulsions, troubles de la
conscience, coma.
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La fraction toxique du venin est représentée par des polypeptides de faible poids moléculaire,
ayant comme cible biologique les canaux ioniques impliqués dans la transmission de I’ influx
nerveux (Catterall, 1977; Garciaet al., 1997).

V. Neurotoxines

Les neurotoxines des venins de scorpions sont des polypeptides qui agissent sur les
membranes des cellules excitables (cellules nerveuses et cellules musculaires). En fonction de
leur cible biologique, quatre familles de neurotoxines ont été isolées a partir des venins
scorpioniques. |l existe des neurotoxines actives sur les canaux Na™ (Rochat et al., 1979;
Catteral, 1980), les canaux K* (Carbone et al.,1982; Miller et al., 1985), les canaux Ca’*
(Valdiviaet al., 1998). et celles qui agissent sur les canaux Cl™ (Debin et al., 1993).

Les neurotoxines actives sur les canaux sodiques sont responsables de la quasi totalité de la
symptomatologie observée lors d’une envenimation, les toxines actives sur les canaux K*

pourraient potentialiser les effets de la premiére (Gomez et Dinis, 1966; Possani et al., 1982).

Treize toxines ont été purifiées et identifiées a partir du venin de scorpion Buthus occitanus
Tunetanus (Martin Eauclaire et Rochat, 1984a). Parmi ces toxines il y a la toxine Bot |11

active sur les canaux sodiques (Miranda et al., 1970).

Douze toxines ont éé purifiées et caractérisées a partir du venin de scorpion Androctonus
australis Hector (Martin Eauclaire et Rochat, 1984b).

IV.1. Toxineslongues

Les toxines longues sont des polypeptides de 6 a 7 kDa, composés de 60 a 70 résidus
d acides aminés, stabilisés par quatre ponts disulfures. Ces toxines sont trés toxiques pour les
mammiféres car elles interagissent spécifiquement avec les canaux Na' (Jover et al., 1980;
Couraud et al., 1982).

Les toxines longues provoquent deux types de réponses pharmacologiques suivant leur
fixation spécifique sur le site 3 ou 4 du canal Na’, elles ont été classées en toxines de type:
qui se lient au site 3 du canal et raentissent son inactivation (Tejedor et Catteral, 1988;
Gordon et al., 1996; Roger et al., 1996 ; Little et al.,1998), et toxines de type B qui se lient au
site 4 du cana et potentialisent son activation (Céstele et al., 1998; Shichor et al., 2002;
Mantegazza et Céstele, 2005).
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IV.2. Toxines courtes

L es toxines courtes sont des polypeptides de 4 kDa, constitués de 29 a 39 résidus d’ acides
aminés réticul és par trois a quatre ponts disulfures. Ces toxines sont actives sur les canaux K*
potentiel-dépendant et cal cium-dépendant (Laraba-Djebari, 1996).

En fonction de leur homologie de séquence, elles ont été classées en deux familles. La
premiere famille est constituée de peptides de 29 a 31 résidus d’ acides aminés, actifs sur les
canaux de types SK apamine-sensible, comporte plusieurs membres; trois peptides
d’ Androctonus mauretanicus mauretanicus: P01, P02, P05 (Zerrouk et al., 1993), et la
lelurotoxine de Leiurus quinquestriatus hebraeus (Abia et al., 1986 ; Castele et Strong, 1986).
La seconde famille de 37 & 39 résidus d’ acides aminés est subdivisée en 4 sous familles: les
Kaliotoxines (Androctonus mauretanicus), les Noxiustoxines (Centruroides noxius), les
Charybdotoxines (Leiurus quinquestriatus) et une sous famille relative a la Tsk a (Tityus

kappa alpha) de Tityus serrulatus.

En plus de leur specificité et leur taille, les toxines courtes possedent une structuregp
commune, constituée d’'une héliceo et d’un feuillet B double brin éslpar deux ponts
disulfures. Les principales différences existantes étant la longueur de I’ extrémité N-terminale

qui permet laformation éventuelle d’un feuillet B triple brin et la taille de I’hélice a.
V. Lepotentiel d action
Un influx nerveux consiste en une vague de dépol arisation membranaire transitoire connue

sous le nom de potentiel d action et qui se déplace le long d une cellule nerveuse (Armstrong
et Hill, 1998) (Figure 2).

Le potentiel d’ action passe par plusieurs phases :
e Lapremiére est une phase ascendante qui correspond a une dépolarisation tres rapide

(pendant la premiére milli seconde), cette dépolarisation est causée par une

augmentation transitoire de la perméabilité aux ions Na" (conductance).
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Figure 2 : Evolution d’un potentiel d’ action en fonction du temps (Voet et V oet, 2006).

a. Différentes phases du potentiel d’ action.
b. Perméabilité aux ionsNa’ et K*.

e Une phase de repolarisation (phase descendante) qui implique deux processus;
I"inactivation graduelle des canaux sodiques et |’ ouverture des canaux potassiques, ce
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qui va permettre une augmentation de la perméabilité aux ions potassiques. Cette
phase va se poursuivre jusqu'a ce gue le potentiel de membrane atteigne une valeur

plus négative que celle du potentiel de repos ; ¢’ est I hyperpolarisation.

Finalement, les canaux potassiques se ferment et le potentiel de membrane est
équilibré jusqu’au retour a l’ état initial (potentiel de repos) (Hill, 2001; Voet et Voet,
2006).

V.1. Lescanaux ioniques

Les canaux ioniques sont des protéines localisées au niveau des membranes des cellules.

Elles forment des pores aux travers desquels les ions traversent |la membrane cellulaire. Trois

types de canaux ioniques peuvent étre distingués selon leur structure et leur spécialisation
(Figure 3).

Canaux ligand-dépendant qui sont des canaux ayant la propriété d’'un récepteur
(récepteur-canal), leur ouverture est contrblée par la fixation dun ligand
(neurotransmetteur) et sont impliqués dans la neurotransmission (Récepteurs de
I’ acétylcholine, GABA, sérotonine) (Hervey-Girard, 2006).

Canaux signal-dépendant qui s ouvrent lorsqu’ils fixent des second messagers du coté
intracellulaire, (lon Ca®* ou la sous unité Gg, d'une protéine G trimérique) (Voet et
V 0et,2006).

Canaux potentiel-dépendant, appel és également tensio-dépendant. L’ ouverture de ces
canaux est dépendante de la modification de la polarité membranaire. Ils sont

retrouves sur les membranes des cellules excitables (Weil, 2005).

11
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V.2. Physiologie du canal sodium potentiel dépendant

Le fonctionnement de nombreux canaux est contrélé par la vaeur du potentiel de
membrane (canaux potentiel dépendant). Le canal sodique potentiel dépendant est un canal
cationique présentant une forte perméabilité vis-a-vis des ions sodium et une perméabilité

moindre vis-a-vis des autres cations monoval ents.

Au potentiel de repos d’ une membrane, le cana est principalement dans un état fermé. Une
légére dépolarisation (provenant par exemple de I’ouverture d'un cana cationique ligand-
dépendant) augmente sa probabilité d’ ouverture et entraine donc une entrée d’'ion sodium
dans la cellule qui amplifie la dépolarisation initiale. L’ ouverture de ces canaux est a la base

du potentiel d’action des cellules excitables.

Le canal sodique purifié a partir de cerveaux de mammiferes, est un complexe hétérodimeére
constitué de trois sous unités: a (260 kDa), 1 (36 kDa) et B, (33 kDa). Celui purifié a partir
du muscle sguelettiqgue de mammiferes est constitué des sous unitésa (260 kD a) et B3 (36
kDa) (Laraba-Djebari, 1996).

Le canal sodique isolé a partir de I’ éectroplague d Electrophorus electricus est constitué
uniquement de la sous unitéa, ce qui suggere que cette sous unité est le principal composant

des canaux sodiques (Catteral, 1988). Cette sous unité est représentée par une chaine
polypeptidique qui comprend entre 1800 et 2000 résidus d'acides aminés. La chaine est
formée de la répétition de quatre domaines homologues (DI, DI, DIl et DIV). La boucle qui
connecte le domaine DIIlI avec le domaine DIV est en particulier une courte séguence
composée de résidus d acides aminés hydrophobe qui sert a I'inactivation du cana (Yu et
Catteral, 2003) (Figure 4).

L’analyse du profil d hydrophobicité fait apparaitre dans chague domaine, six régions
hydrophobes (de S1 a S6) qui représentent six hélices transmembranaires. Le segment S4
est particulier dans la mesure ou il présente une répétition réguliere de charges positives tous

lestroisrésidus. Il contrOlerait I’ ouverture du canal.

12
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Figure 3 : Structure du canal ionique (Weil, 2005).
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Figure 4 : Structure du canal Na" (Weil, 2005).
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Des études structurales indiquent que la région comprise entre les segments S5 et S6 effectue

un alé retour a travers une partie de la membrane sous forme d une courte héicaivie

d'un retour de la chaine polypeptidique sous une forme relativement éendue. Ces régions se

trouvent sur les quatre domaines et sont regroupées dans |’ espace et constituent le filtre de
sélectivité du pore du cana (Guy et Seetharamulu, 1986; Weil., 2005).

V.3. le canal sodique potentiel-dépendant est |a cible de plusieur stoxines

Des éudes biochimiques réalistes avec des neurotoxines spécifiques ont permis

d’identifier essentiellement six sites récepteurs différents sur le canal sodique (Catterall, 1988;
Adams et Olivera, 1994) (Figure 5).

Le récepteur site 1 a éé identifié grace a sa haute affinité avec les neurotoxines
possédants un groupement guanidium, telles que la tétrodotoxine, extraite du poisson
japonais « tétrodon», La saxitoxine qui a été isolée a partir des dinoflagellés marins
(Gitschier et al., 1980; Pauron et al.,1985; Catteral, 1988; Hill, 1992), La p-
conotoxine isolée a partir du venin de mollusque Conus geographus entre en
compétition avec les deux précédentes sur le site 1 du canal sodique voltage-dépendant
(Cruz, 1988).

Le récepteur site 2 a été identifié grace a la liaison de toxines alcaloides telle que ; la
batrachotoxine (BTX); un alcaloide stéroidien secrété par la peau d une grenouille
venimeuse, Phyllobates aurotaenia, La veratridine et la grayanotoxine qui sont des
alcaloides extraites de plantes se fixent sur le site 2 du canal sodique (Soderlund et
al.,1989; Dong et al.,1993).

Le récepteur site 3 et le récepteur site 4 du canal Na' interagissent avec des toxines
polyptidiques extraites du venin de scorpion et celle de I’anémone de mer. Le site 3 a
été identifié par la liaison de toxines scorpioniques de type o radiomarquée avec I’ 1'®
(LghalT et Lqqlll) et la toxine ATXII extraite de Anemonia viridis (Pauron et al.,
1985; Gordon et Zoltkin, 1993; Gille et al.,2002). Le récepteur site 4 a é&té identifie par
sa liaison avec des toxines scorpioniques de type B (AahlT et BjxtrIT) (Zoltkin, 1997;
Shichor et al., 2002) (Figure 6).

14



Chapitre I Rappels bibliographiques

S orplon
T-TOXIMS

=00 angmone
toxin

(™ 8%
L"’E i
[::Il.|\.a.1'!||\ll'|‘-

Brovetoxins

[ Perrmsethrin

- ¢ - - L ¥
-1, -“‘-3*.. 2 ... ] {Procaine |

{Allgthrin] - 1 B e o

WoE i ..-.-! ; . ..
! *mt’“‘uld‘ e @ "_ i -
m hr I- (Lach i |

|DeHamethrin OGaine

"
-

L T | el

& "'-'.--"h""”-."‘\.,-:

Ma* channel a-subunit protein

Figure5 : Toxines actives sur les canaux sodiques (Gordon et al., 2007).

15



Chapitre I Rappels bibliographiques

o-toxin class

pB-toxin class

ouT frtoxins 831 8% crtoxing
: i
Loop | D o] e

lop | Receplorsie-d | poreregon | Receptor site-3

[

L))
|

JEEEEH HEEHEENERE o HIMIE 3
TFEHNH s 08 B EEEE s B 1 HI8HE
: + +

%U | LY ) L) %
H:I Bahd YEDGY IVDIV- NCTYFCIR - - - - - NAY CNE ECTE - - L RGE SEYC QHASRY CACYCY KLPDRVE TR P - - GRCH*
% Lgha [ECYIVIOV- ROTYFOER- - --- HAY (NEECTE -- L KEE SR QWA SPY ALY CY KLP THVE TR P-- GRCR*
0 Lag LKDGYIVDD- NCT FRCGR- - - - NAY CNDECKK - KGOE S0YC QWA SPY GUACHCY HLP DRVS TKEK- - GRCN#
g Em GROGYTAQPE- NOVYHCFP-- --G55G COTLOKE - - KGAT SGHC GFL PAS GVACHCDNLE NKVE IV G-GEKCH

Bom3 GROAYTAQPE- NOVYECA- - - - -KNSY WD LCTE --NGAK SGYC QWL GEY GIRCWCE DLPIIVE IRI P-G -KCHF
g Lah VRDQYIAQDE- NCVYHCFD- - - G880 CTLOKE - - KGO SCHC G VEHOLACCHALB DNV | [VE-GEKCHS
ﬂ: LghgIT VRDAY TAENY-HOVYECFR --- -~ DA YO ELC TH-- NEASSEY (OWAGK YA CWC YALP TRV PIRVP- - GECR

fj-toxina

(2 HECYLVDKNTCCH YECLK - LCDNDY CLRECKOQYCHGAGEYC YA« - - - - FACWCTHLV QAT VWP LINKRCS
T Casd FEGYLVNSYTGCK FECFK- - LEDNDY CLA ECRQ CYGHGS GEYCYA- - - - -FGOWCTHLY EQAVVWP LEN KTCH®
g NEGYLMDHE GCKLSCF - - - IRPSGY CORECGT --KKGSSGYCHN- - -- - PACYCY GLPNHVEVWDRATNVKC #
" Depressant
§ DY THRRD -CCRVACLE - - -G~ NEGCDNE CKA - YEGSY CYCHTHG - - -LAC CHEL EDDKTWK S8- TNT CG
gq BIIT; DGYTRFED-GCEVE CTT - - -G -NEGCRE ECVA - - HGGSF GYCWIWG- - - LACWCEN LEDAVTWESS -THNT 06
é by s

AahIT KENGYAVIES -GEAFECLL- ---- SY NG CTE - VEY ALK GY (O L - - - LECY CRG RO EEV LETSITRESY COTTIIN

By-xtrIT KENGYPLIEN- GET TE]JEWHMAPHY?IEEETK-WYAEEHY?W = === -GACYCFGLECDEP IGFMED ITREYCIVOIT

Figure 6 : Cibles des toxines scorpioniques sur le canal Na' potentiel dépendant
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e Lerécepteur site5 éé mis en évidence par son interaction avec des toxines polyéther
cyclique telles que la brévétoxines (PbTxs) extraite du dinoflagellé Ptychodiscus
brevis et la ciguatoxine extraite du dinoflagellé Gambierdiscus toxicus (Baden, 1989;
Catterall et al.,1992).

o Lerécepteur site 6 a éé identifié par la liaison directe de la 3-conotoxines extraites a
partir de Conus textile marqué a1’ 1** (TxVIA) (Fainzilber et al., 1994; Shichor et al.,
1996).

e Le dte 7 interagit spécifiquement avec des pyrétroides synthétiques et des
anesthésistes locaux (Trainer et al.,1997).

V.4.Toxines de scor pions actives sur les canaux sodiques

L es toxines scorpioniques actives sur les canaux sodiques constituent une faible fraction du
poids sec du venin, généaement inferieure a 5%. Ces neurotoxines sont appelées toxines
longues et constituent une famille de polypeptides monocaténaires de 7 kDa, constitués de 60
a70résidus d' acides aminés (Miranda et al., 1970; Balozet, 1971; Garnier et al., 1989).

Bien que la structure primaire des toxines scorpioniques soit |égerement différente, la
structure secondaire montre un motif structural hautement conserveé qui est un « core » dense
formé d'une hélicea et de deux a trois feuillets B (Rochat et al.,1979; Possani 1984; Menez
et al.,1992).

Cette similarité n’empéche pas la specificité de cibles biologiques, certaines toxines sont
actives sur les mammiferes, d autres sur les insectes ou sur les crustaces. Selon leur fixation
sur le site 3 ou le site 4 du cana sodium deux types de réponses pharmacologiques sont

observées.

V.4.1.Toxines de type a

Les toxines de type a se fixent sur le site 3 du canal sodique et bloquent ainsi son

inactivation ce qui induit une prolongation du potentiel d action.
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Cette inactivation se manifeste par une hyperexcitabilité du systéme nerveux suite a une
augmentation de perméabilité aux ions Na’ et une libération accrue de neuromédiateurs.
(Possani et al., 1999; Goyffon et El ayeb, 2002; Mgri et al., 2003).

Ces toxines sont caractéristiques des venins des scorpions de |’ ancien monde (Androctonus,
Buthus et leiurus) et sont appel ées toxines potentiel dépendantes (Droy et Leroy, 2002). Elles

ont été divisees en trois groupes (Figure 7) :

e Toxines a classiques : Se sont des toxines tres actives sur les mammiféeres (DL50 =

0.5- 2 ng/g de souris aprés injection par voie intra-cérébroventriculaire), elles se lient
avec une haute affinité aux synaptosomes derat (Kéd 0.2 —5 nM) et présentent une
faible toxicité envers les neurones des insectes (De la vega et al., 2005; Gordon et
al.,2007).
Ce groupe de toxines comprend Aah I, Bot 111, Lgq V, Aah I, Aah Ill. Aah |l est la
premiére toxine o classique identifiée, elle a été marquée al’ 1’ et sert de prototype de
toxines o actives sur les mamgnids  (Martin-Eauclaire et Couraud, 1995; Froy et
Grevitz, 2003).

e Toxines a anti-insectes: Se sont des toxines qui présentent une forte activité vis-a-vis
des canaux Na' des insectes, tel que: Lghal T (Eitan et al., 1990), Lqq |11 (Kopeyan et
al., 1993), et BotIT | (Borchani et al.,1997).

Contrairement aux toxines anti-mammiferes, la liaison des toxines anti-insectes aux
neurones et indépendante du potentiel (Gordon et Zoltkin, 1993). La toxine LghalT est
la mieux étudiée de ce groupe, €elle sert de marqueur pour le récepteur site 3 du cana
Na' des insectes (Gordon et al., 1993).

e Toxines a like : Tel queLgh1ll, Lgh VI, Bom IIl, Bom IV et BmkM I. Ces toxines sont
actives sur les souris aprés injection par voie ICV (DL50= 25- 30 ng/ g de souri) mais
N’ entre pas en compétition avec I’ 1**Aahl| pour la liaison aux synaptosomes de cerveau
derat (Vargaset al., 1987; Krimm et al., 1999; Wang et al., 2003).
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FCGRNAY - CNEECTKLKGESGYCQWASPYGNACYCYKVED
FCGSNPY - CNDVCTENGAKSGYCQWAGRYGNACYCIDLPASER
CVPP- - -CDGLCKKNGAKSGSCGFLI PSGLACKCVALPDNVE
CVPP- - -CDGLCKKNGGSSGSCSFLVPSGLACWCKDLPDN

ECFRDAY - CNELCTHNGASSGYCQWAGKYGNACWCYALPONVEL
ECFRDSY - CNDLCTENGASSGY OQWAGKYGNACWCYALPD
IWYNCVY FCMEKDDY - CHNDLCTENGASSGY COWAGKY GNACWCYALPDN
DNLNGA Y TCGSKSY - CNTECTKNGAVSGY CQWLAKYGNACWC INLEPD

CFPGSSGCDTLCKEKGGTSGHCOGFKVGHGLACHCNAL PDNVE
HCFPGSSGCDTLCKEKGATSGHOGFLPGSGVACHCDNLEN
ECAKNS - YCNDLCTKNGAKSGY CQWLGKY GNACHCEDLPD!
ECRRNE - YCNDLCTENGAKSGY CQWVGKYGNGCWCIELPD!
SCARNE-WCNDLCTHNGAKSGYCQWVGKYGNGCWCIELFDNVE
HCAGNE - GCNKLCTDNGAESGY COWGGRYGNACHC IKLPDDVE
\YGCLNNE - YCNNLCTKDGAKIGYCNIVGKYGNACWCIQLED!
C1P-D--CDTLCKDNGGTGGHOGFKLGHGIACKCNALED!
\HHCFPGSSGCDTLCKENGGTGGHCGFKVGHGTACWCNALPDKV

Figure 7 : Comparaison de séquences et structure des toxines type a (Gordon et al., 2007).
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Leur activité sur le cerveau de souris les différencie des toxinesanti  -insecte.
Cependant les toxines a-like différent des toxines anti-mammiferes par leur toxicité sur
les insectes, leur capacité d’entrer en compétition avec la Laji’ pour la liaison aux
membranes des neurones et I'inhibition de I'inactivation du canad Na' sur de
préparations neuronales d'insectes (Cestéle et al., 1999; Hamon et al., 2002; Brone et
al., 2003).

V.4.2. Toxines de type p

Les toxines de type B se fixent sur le site 4 du canal sodique, de ##ni  indépendante du
potentiel et déclenchent une série de potentiels d’ action répétitive. Ces toxines ont été
identifiées dans les venins de scorpions du nouveau monde (Centrurinae et Tityinae) (Martin-
Eauclaire, 1999).

V.5. Structure tridimensionnelle des toxines active sur les canaux sodiques

La premiére structure tridimensionnelle des toxines actives sur les canaux sodiques a été
déterminée par diffraction aux rayons X sur le variant 3 du venin de Centruroides
sculptutratus (Fontecilla-Camps et al., 1980). D’autres structures tridimensionnelles de
toxines ont été également déterminées par RMN et par cristallisation ; Aah IT (Darbon et al.,
1991), Aah Il (Housset et al., 1994; Fantecilla-Camps et al., 1998), Aah Ill (Mikou et al.,
1992), Lqq Il (Landon et al., 1997), Lgh,IT et CLL (Lebreton et al, 1994) et Bj-xtr IT (Oren
et al,1998) (Figure 8).

Généralement, les neurotoxines qui ciblent les canaux sodiques sont des polypeptides
monocaténaires, formés de 60- 76 résidus d' acides aminés stabiliseés par quatre ponts
disulfures. Ces toxines sont formées par un core dense hautement conservé, représenté par une
hélice a et deux a trois feuillet B (Housset et al., 1994; Mouhat et al., 2004; Ali et al., 2006;
Bosmans et Tytgat, 2007).
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Figure 8: Structure tridimensionnelle de quelques toxines actives sur les canaux sodiques
(De LaVega et Possani, 2005).
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L’hélice a est 1iée au feuillet 3 par deux ponts dissulfures (Cys 3 - Cys 6 et Cys4 - Cys 7).
Les deux cystéines de I’hélicen (cys 3 et cys 4) sondparée par un tripéptide, cependant
celles du feuillet B3 son€parée s par un seul acide aminé (cys6 et cys7). Ces déments
structuraux sont conservés dans toutes les toxines actives sur les canaux sodiques. Le
troisieme pont dissulfure conservé est celui qui est établi entre la cystéine du feuillet 2 (cysS)
et celle du feuillet B1 (cys 2). Ces trois ponts participend la stabilisation du core structurale
de latoxine. Le quatriéme pont est établi entre les deux extrémités N-terminale et C-terminale
(cysl et cys8) (Possani et al., 1999) (Figure 9).

VI. LatoxineBot |11
V1.1. Procédé de purification delatoxine Bot 111

Dans le but de purifier les neurotoxines qui composent le venin de scorpion Buthus
occitanus tunetanus, 35000 scorpions ont été récoltés sur les environs de Mecheria (Algérie).
Le venin a été obtenu aprés stimulation éectrigue du post abdomen de I'anima avec
I"intervalle d’'une semaine. Les toxines du venin de Buthus occitanus tunetanus ont été
purifiées selon les méthodes de purification des biomolécules a faible poids moléculaire.
Apres extraction agueuse et diayse, une s&ie de chromatographie était réalisée; une
chromatographie sur gel de filtration moléculaire ainsi que des chromatographies échangeuses
d’ions (Figure 10) (Martin-Eauclaire et Rochat, 1984).

VI1.2. Caractéristiquesdelatoxine Bot 111

La toxine Bot Ill est la toxine la plus active du venin de scorpion Buthus occitanus
tunetanus, elle montre une homologie de séquence et une similarité fonctionnelle avec la
toxine Aah Il purifiée a partir du venin de scorpion Androctonus australis hector et sont
toutes les deux actives sur les canaux Na™ au niveau des cellules excitables des mammiféres
(Martin-Eauclaire et Rochat, 1983; Benkhadir et al., 2004).

Le géne qui code pour latoxine Bot 111 arévélé deux exons séparés par un intron de 381 pb, la
somme des bases A et T représente 75% des nucléotides. La toxine Bot 111 est composée de
64 résidus d acides aminés avec un taux élevé d acides aminés aromatiques, elle posséde un

peptide signal de 19 résidus.

22



Chapitre I Rappels bibliographiques
| r
| u
10 20 30 &0 50 60 70
813 (-=--@-===1 [--B2--] [--B3----)
1 2 3 4 5 &7 8

AaHI1I VKDGY IVDDVN-CTYFCGR===~~ NAYCHEECTKL-KGES-GYCOWASPYGNACYCYKLPDHVRTKGP =~ -GR=~-CH
AaHl KRDGY I VYPNN-CVYHCVP----- P--CDGLCKEN-GGSS5-GSCSFLVPSGLACWCKDLPONVPIKDT - -SRK--CT
AaHIIl VRDGYIVDSKN-CVYHCVP-----P--CDGLCKEN-GAKS-GSCGFLIPSGLACWCVALPDNVPIKDP - -SYK--CHS
LagV LEKDGY IVDDKN-CTFFCGR--~--~ HAY CNDECKKK-GGES-GYCOWASPYGNACWCYKLPDRVSIKEK-=--GR=--CN
BotlIl VKDGYIVDDRN-CTYFCGR----- HAYCHEECTKL-KGES-GYCOWASPYGNACYCYKVPDHVRTKGP- - -GR--CN
IsIV-5 KKDGYPVEYDN-CAYICWNY---DNAYCOKLCKDK-KADS-GYCYWVHIL---CYCYGLPDSEPTK-~~--TNGK-CKS

813 [~==@-=-] [-B2] [-A3]
Cssll KEGYLVSKSTGCKYECLKL - -GDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAF == === ACWCTHLYEQAVVWPL--PHKT-CH
CsEl KDGYLVEK-TGCKKTCYKL - -GENDFCHNRECKWKH I GGSYGYCYGF--~--- GCYCEGLPDSTQTWPL--PNKT-C
Cn2 KEGYLVDEKNTGCKYECLKL - -GDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAF=-=---- ACWCTHLYEQAIVWPL--PNKR-CS
Cn3 KEGYLVELGTGCKYECFKL - -GDNDYCLRECKARYGKGAGGYCYAF----- GCWCTALYEQAVVWPL - -KNKT-CR
Tsgamma KEGYLMDHE-GCKLSCFI---RPSGYCGRECGIK-KGSS-GYCAWP===== ACYCYGLPNWVKVWDRA=TNK--C
LghlT2 DGYIKRR-DGCKVACLI - --G-NEGCDKECKAY - -GGSYGYC-WT - -WGLACWCEGLPDDKTWKSE--TN-T-CG
LgglT2 DGY IRKR-DGCKLSCLF-=-G-MEGCNKECKSY - -GGSYGYC-WT - -WGLACWCEGLPDEKTWKSE-=TH-T-CG
BjIT2 DGY IRKK-DGCKVSCII---G-NEGCRKECVAH- -GGSFGYC-WT - -WGLACWCENLPDAVTWKSS--TH-T-CG
LaglV GVRDAYIADDEN-CVYTCGS----- NSYCNTECTKN-GAES-GYCQWLGKYGNACWCIKLPDKVPIRIP---GK--CR
Botl G-RDAY IAQPEN-CVYECAQ=-==-~ NSYCHNDLCTKQ-GATS-GYCDWLGKYGHMACWCKDLPDNVPIKIP---GK-~CHF

[-811 r----a----- 1 [---82-1  [---B3--]
LagIll VRDAYIAKNYN-CVYECF-=--- RDSYCNDLCTKN-GASS-GYCQWAGKYGHNACWCYALPDNVPIRVP---GK--CH
LghalT VRDAYIAKNYN-CVYECF----- RDAYCNELCTKN-GASS-GYCQWAGKYGNMACWCYALPONVP IRVP - --GK-~-CR
BotIT1 VRDAYIAQMYM-CVYFCM----- KDDYCHDLCTKN-GASS-GYCOWAGKYGNACWCYALPDNYPIRIP---GK--CHS
BomIIl GRDGYIAQPEN-CVYHCFP---G-5SGCDOTLCKEK-GATS-GHCGFLPGSGYACWCDNLPNKVPIVVG=-=-GEK-CH
LghIIl VRDGYIAQPEN-CYYHCFP---G-SSGCDTLCKEK-GGTS-GHCGFKVGHGLACWCHALPNDVGI IVE- - - GEK-CHS
AaHIT4 EHGYLLNKYTGCKVWCV] == = -NNEECGYLCNKRR -GGYYGYCY FWKL - - - ACYCOGARKSELWNYKT - - NK--CDL

[R1] [+===a==~] [-82] [-B3]
CsEv1 KEGYLVEKSDGCKYDCFWL - = GKNEHCHNTECKAKNQGGSYGYCYAF ==~~~ ACWCEGLPESTPTYPL--PNK--CS
CsEv2 KEGYLVMKSTGCKYGCLKL - - GENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAF----- ACWCEGLPESTPTYPL--PHK--CSS
CsEvV3 KEGYLVKKSDGCKYGCLKL - -GENEGCDTECKAKNQGGSYGYCYAF -~ -+--ACWCEGLPESTPTYPL--PHNKS-C
CsEV KKDGYPVDSGN-CKYECLK----~ DDYCHDLCLER-EKADK-GYCYW-GKVS--CYCY-GLPDNSPTK-T-SGK--CNPA
Botll G-RDAYIAQPEMN-CVYECAK==-=-~ NSYCHDLCTKN-GAKS-GYCOWLGRWGHACYCIDLPDKVPIRIE= - -GK==CHF
Bmk 1 VRDAY IAKPHN-CVYECAR- - - --NEYCHDLCTKD - GAKS - GYCOWVGKYGHGCWC IELPONVP IRVP == -GK==CH
BmKIl VRDAY IAKPHN-CVYECAR - - - --NEYCNDLCTKD - GAKS - GYCOWVGKYGHNGCWC IELPDNVPIRIP---G--NCH

[B1] [---a--] 21 [-B3]
cLL KEGYLVMKSTGCKYGCFWL - - GKNENCDKECKAKNQGGSYGYCYSF----- ACWCEGLPESTPTYPL--PNKS-CS
Cnl KDGYLVDA-KGCKKNCYKL - - GKNDY CNRECRMKHRGGSYGYCYGF-- -~ - GCYCEGLSDSTPTWPL--PNKT-C
Cn5 KEGYLVNKSTGCKYGCLLL - - GKNEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAF-=--~-- GCWCEGLPESTPTYPL=-=-PNKS-CS
cnlo KEGYLVNKSTGCKYNCLIL - - GENKNCDMECKAKNQGGSYGYCYKL---- - ACWCEGLPESTPTYP1--PGKT-CRT

Figure 9: Localisation des ponts disulfures dans les toxines actives sur les canaux sodiques
(Possani et al., 1999).
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Figure 10 : Procédé de purification des treize toxines du venin de scorpion Buthus occiatanus tunetanus (Martin-Eauclaire et Rochat, 1984a).
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La teneur en acide aspartique et asparagine est supérieure a celle de |’ acide glutamique et
glutamine, c'est I'une caractéristique des toxines typee scorpion (contrairement aux
toxines de type B qui possedent une teneur en acide glutamique et glutamine supérieure a celle
de I’ acide aspartique et asparagine). La toxine Bot |11 représente 0,08% des protéines totales
gui composent le venin avec un pourcentage de |étalité de 2,54% par rapport au venin total et
une DLsy de 0,03 mg/kg de souris ce qui fait d'elle la toxine la plus active du venin de

scorpion Buthus occitanus tunetanus (Martin-Eauclaire et Rochat, 19844).

La toxine Bot 11l partage 98% d’homologie avec la toxine Aah Il, elles différent par une
substitution de trois résidus acides aminés seulement ; en position 10 (Arg/ Val), en position
51 (Val/ leu) et en position 64 (Asn/ his). Les deux toxines sont amidées au niveau de leur C;
(Al ayeb et al., 1983; Bougis et al., 1989).

V1.3. Relation structur e-fonction

Afin d' établir larelation entre la structure de latoxine Bot 111 et safonction, le géne codant
pour cette toxine était cloné et exprimé chez Escherichia coli, ainsi une quantité suffisante de
toxine recombinante était produite. Cette étude était réalisée par comparaison avec trois
toxines mutantes produites par mutagenése dirigée; la toxine rBot 111-OH qui possede la
méme séquence en acides aminés que latoxine naturelle mais avec un groupement OH dans la
partie N; la toxine rBot 111-OH/N64H ou la séquence en acides aminés a était modifiée par
remplacement de I’ asparagine (N) en position 64 par I’ histidine (H) et le groupement NH, en
C; était remplacé par un groupement OH, et la toxine rBot I11-OH/GR qui posséde un
groupement OH en C; ala place du groupement NH; et une séquence GR gjoutée aprés |’ acide
aminé 64 (Benkhadir et al., 2004).

Lestests de toxicité et de liaison des différentes toxines aleur récepteur montrent :

a) L’affinité de la toxine rBot I11-OH pour le canal Na' voltage dépendant est réduite,
comparant a la toxine Bot Il naturelle, cette donnée révéle |'importance de

I”amidation au niveau de larégion C; pour I’ activité biologique de latoxine Bot I11.

b) La mutation unique N64H est responsable de la différence de toxicité et de I’ affinité
avec latoxinerBot 111-OH.
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c) L’addition de la séquence GR arBot I11-OH induit la perte de I’ activité biologique de

|a toxine mutée.

Ces résultats sont en accord avec le role important attribué a la partie C; des a toxines
concernant leur interaction avec le site 3 du canal Na'. Les régles qui gouvernent la relation
structure-fonction, la localisation du site toxique des toxines de type a ainsi que les base
moléculaires de leur activité biologique et leur sélectivité reste a déterminer (Benkhadir et al .,
2004).

Cependant, il a été rapporté que les toxines actives sur les canaux Na' possedent un motif
hydrophobe hautement conservé constitué essentiellement de résidus d'acides aminés
aromatiques et hydrophobes, ce motif représente probablement le site actif de la toxine
(Fontecilla-Camp et al.,1988; Sun et al., 2003).

VI. Traitement anti-scorpionique

La sévérité des symptomes et le taux élevé de mortalité, notamment chez les enfants font
gue I'envenimation scorpionique nécessite un traitement spécifique et symptomatique
appropriés et précoces (Krifi et al., 2002).

VII.1. Traitements symptomatiques

L es traitements symptomatiques consistent a traiter les symptémes cliniques observés chez
les personnes envenimées. Ces traitements varient selon I'éat de gravité de la victime
(Goyffon et Chippaux, 1990).

Les personnes envenimées appartenant au grade | sont traitées par |'administration
d’ antalgique et d’ antihistaminique destinés a combattre les effets allergiques du venin. Les
personnes envenimeées appartenant au grade |1 nécessitent une administration
d’anticonvulsivants (antiépileptique) tel que la benzodiazépine. L’ hospitalisation d’ urgence
avec une assistance respiratoire et un remplissage cardiovasculaire sont nécessaires pour le

traitement des envenimées de grade I11.
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VI11.2. traitement spécifique (immunothérapie)

L'immunothérapie est le seul traitement spécifiqgue des envenimations scorpioniques
(De Rezende et al., 1995; Laraba-Djebari, 1996; Ghalim et al., 2000; Krifi et al., 2001).
Néanmoins, I'existence d'une réelle efficacité d anti-venin utilisé reste un sujet de

controverse (Abroug, 2002).

Les anticorps sont préparés a partir d’animaux immunisés avec du venin en quantité
croissante associé a un adjuvent favorisant la présentation des antigenes au systéme
immunitaire (Riviére et Bon, 1999).

Autrefois, utilisés brut, les sérums ont connu des améliorations successives en vue d’ une plus
grande efficacité et d’ une meilleure tolérance. Les cellules sanguines et les protéines non
immunes sont éiminées respectivement par centrifugation puis par précipitation au sulfate

d ammonium.

L’ efficacité de I'immunothérapie dépend des conditions d applications de I’anti-venin (la
dose, lavoie d administration et le ddai d'injection) et de la qualité de I’ anti-venin (pureté et
pouvoir de neutralisation) (Krifi et al., 1995). Le délai d’administration de I'immun-sérum est
un facteur important lors d’ une envenimation. Il existe un délai limité au-dela duquel I’ action
du venin devient irréversible, rendant I'immunothérapie totalement inefficace (Krifi et al.,
2002). Cependant, il a été reporté que I’administration d’une forte concentration d’ immun-
sérum méme aprés un long délai d’ envenimation, peut induire une déstabilisation des toxines

et les détacher de leur cible.
VIl. Biodistribution du venin de scorpion

Les études de la distribution du venin sont genéralement réalisées par deux méthodes:
Enzym Likend Immuno Sorbent Assay « ELISA » et Radio Immuno Assay «RIA ». Ces
techniques permettent de définir quelques paramétres importants pour la compréhension de la

pharmacocinétique de |’ envenimation.

Le test ELISA sandwich permet de quantifier le venin libre dans le sérum des personnes
envenimées et des animaux de laboratoire et au niveau des organes au cours d’'une éude
expérimentale. Cette technique a été utilisée pour la premiere fois par Theakston (1977) pour
détecter les antigenes du venin ophidien et les anticorps circulants chez des patients

envenimeés.
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Elle a été également utilisée par De Rezende et ses collaborateurs (1995) pour mesurer la
concentration sérique du venin au moment de |” hospitalisation des patients envenimés par le
scorpion Tityus serrulatus. Revelo est ses collaborateur (1996) ont étudié la distribution du
venin de scorpion Tityus serrulatus dans le sérum, les différents organes (coaur, rein, cerveau,
foie et rate) et au niveau du site d’injection.

Ghalim est ses collaborateur (2000) ont déterminé la capacité neutralisante de I’ anti-venin et
la quantité du venin présente dans le sérum aprées immunothérapie chez | es patients envenimés
par le scorpion Androctonus mauritanicus mauritanicus. Krifi et ses collaborateurs (2000) ont
étudié les parametres pharmacocinétiques du venin de scorpion Buthus occitanus tunetanus
gréce au test ELISA sandwich. La quantification du venin de scorpion Androctnous australis
hector a été réalisée par ELISA dans le sérum des personnes et des rats envenimés avant et

apres immunothérapie (Hammoudi-Triki et al., 2004).

Des études de la biodistribution et de la pharmacocinétique des venins on été également
réalisées par RIA. Ismail et ses collaborateurs (1980) ont utilisé cette technique dans I’ é&ude
de la distribution du venin d’ Androctonus amoureuxi marqué a I’ 1'% injecté & des lapins.
Hammoudi-Triki et ses collaborateurs (2007) ont adopté cette technique pour mettre en
évidence la toxicocinétique du venin de scorpion Androctnous australis hector chez un model

expérimental de rats.

En plus de I’éude de la biodistribution du venin total, celle de quelques toxines qui
composent le venin scorpionique a été déterminé, comme C'est le cas pour les toxine Aah I,
Aah Il et Aah Il1. Se sont des neurotoxines qui composent le venin de scorpion Androctnous
australis hector. Leur biodistribution a été établie par Devaux et ses collaborateurs (2004) en
utilisant les deux techniques ; ELISA sandwich et RIA.

Les résultats de ces études indiguent que la distribution du venin de scorpion est tres rapide ce
qui rend I’ envenimation scorpionique un cas d’ extréme urgence qui hécessite une intervention

thérapeutique rapide.
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Matériel

.1 Matériel biologique

Lapins: Les lapins Albinos de Nouvelle-Zé8ande (2.6 kg et 2.7 kg) ont été

fournis par I’ Animalerie de I’ Annexe de I’ Institut Pasteur d’ Algérie (Kouba).

Les rats: les rats Wistar (150 +20g) ont été fournis par I'Animalerie de
I’ Annexe de I’ Institut Pasteur d’ Algérie (Kouba).

Toxine Bot 111 : Elle nous a été gracieusement envoyeée par le Docteur Marie-

France Martin-Eauclaire.

Le venin de Bot : Fourni par le laboratoire de recherche et de développement

sur Venins de I’ Institut Pasteur d’ Algérie.

Conjugué anti Ig delapin : Fourni par le laboratoire Sigma (USA).

Conjugué anti venin Bot total : Préparé par notre équipe (non commercialise).

Immun-sérum spécifigue a Bot: Préparé par notre équipe (non

commercialisé).

|.2. Réactifs

Les réactifs et les produits chimiques utilisés dans cette étude sont de nature analytique et

proviennent de plusieurs firmes.

Acide chloridrique provient de Labos (France). Acide sulfurique (H2SO,), Bicarbonate de
sodium ((HCOg3);Na), Carbonate de sodium (NaCOs3), Eau oxygénée (H.0O,), Ethanal,

Formol, Oxyde de sodium (NaOH), Sulfate d’ammonium, Tweeny, et Xyléne proviennent de

Merck (Allemagne). Acide acétique, Chlorure de sodium (NaCl), Dipotassium

hydrogénophosphate (K HPO,), Phosphate monopotassique (KH2PO,4), proviennent de

Pancreac (Espagne). La gélatine est fournie par le laboratoire Pharmacia (Suéde).
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La paraffine est fournie par Biotrol (France). Adjuvent de Freund Complet, Adjuvent de
Freund incomplet, Eosine, Hématoxyline, O-Phenyl diamine dihydrochloride (OPD) fournis
par Sigma (USA).

. M éthodes

I1.1. immunisation deslapins et production d’un immun-sérum anti-toxine Bot |11

La préparation de I'immun-sérum anti-toxine Bot |1l a éé effectuée aprés immunisation de
deux lapins (environ 2 Kg chacun) par la toxine Bot |11 purifiée a partir du venin de Buthus

occitanus tunetanus.

L’ immunisation des lapins était entreprise avec des doses croissantes de latoxine Bot I11. Les
injections de la solution de toxine sont effectuées par voie sous-cutanée au niveau de la peau
dorsale deI’animal avec une semaine d'intervalle (Tableau I11).

Pour la premiére injection, la solution de toxine (1 ml) est mélangée avec I’adjuvant de
Freund Complet (V/V). L’ adjuvent incomplet de Freund est utilisé lors de la deuxiéme

injection.

Des saignées sont effectuées chague semaine avec prélévement de sang au niveau des veines
de I'oreille de I’'anima immunisé. Le sang prélevé est laissé décanter a 37°C pendant une
heure, il subira une centrifugation a 3000 g pendant 20 minutes. Le titre en anticorps
spécifiques a la toxine Bot |11 est déterminé par 1a technique ELISA simple. Le sacrifice des

animaux immunisés alieu lorsgu’ un titre optimal est obtenu.
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Tableau |11 : Protocole d’ immunisation des lapins
Jour Quantité detoxines Volume Numéros
injectée par lapin d’adjuvent de saignée
(H9)
1 5 1 ml (ACF) S
8 10 1 ml (AIF) /
15 15 / S
22 20 / S
29 30 / S
36 / / Sy
38 / / Sacrifice

ACF : Adjuvent complet de Freund

AIF : adjuvent incomplet de Freund
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I1.1.1. Détermination du titre en anticor ps desimmuns sérums par ELISA simple

Le test ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbant Assay) est une technique
immuno-enzymatique réalisée sur une plaque de microtitration. Elle permet de doser
gualitativement et quantitativement n’importe quel antigene ou anticorps dans un liquide

biologique (Ternynck et Avrameas, 1991).

Cette technique consiste a fixer |’antigéne dans des puits d une microplague, suivie d’une
incubation en présence de |’échantillon sérique a tester. Les anticorps spécifiques vont
pouvoir réagir avec les antigenes fixés, il se formera alors un immun-complexe « antigene-
anticorps ». L’utilisation d’un conjugué obtenu par couplage d une enzyme a |’ anticorps,
permet d’ associer une réaction immunologique a une réaction enzymatique. La formation du
complexe est mise en évidence par |’ apparition d’ un produit coloré formeé suite al’action de
I”’enzyme sur un substrat chromogénique. L’ intensité de la réaction colorée est proportionnelle

alaquantité en anticorps présent dans le sérum atester.

La réaction est entreprise de la maniére suivante : Dans un premier temps, la microplague est
sensibilisée avec une solution de venin de Bot dissout dans du tampon carbonate/ bicarbonate

(0,AM, pH 9,5) araison de 5 pg/ml puisincubée une nuit a4°C.

Apres une série de quatre lavages et une saturation de la microplaque avec du lait écrémé 5%
dans le tampon PBS (0,1 M, pH 7,4) contenant du tween, 0,1%, la microplague est incubée a
37°C pendant une heure, et lavée quatre fois avec du tampon PBS tween, 0,1%. Une série de
dilutions successives des échantillons sériques de 1/2 en 1/2 est effectuée dans le tampon
PBS-lait écrémeé 5% et déposée en « duplicate » a raison de 100 pl par puits. La plague est
ensuite incubée pendant une 1 heure a 37°C et lavée quatre fois avec un tampon PBS (0,1 M,
pH 7,4) tweeny 0,1%.

Le conjugué (anti 1gG de lapin couplé a la peroxydase) dilué a 1/2000 dans du tampon

PBS-lait écrémé 5% est déposé a raison de 100 pl par puits. La microplaque est incubée

pendant une heure a37°C suivie par une série de quatre lavages.
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La réaction immuno-enzymatique se développe a |’'obscurité et a température ambiante
pendant 15 minutes apres I’ addition du substrat (O-Phényl Diamine dihydrochloride « OPD »)
araison de 20 mg dissout dans 20 ml de tampon phosphate (0,01 M, pH 7,4) en présence de
20 pl de H,O, a 30%.

La réaction est arrétée par addition de 50 ul de H,SO,4 2N. La lecture de I absorbance est
réalisée a 490 nm. Le titre en anticorps des échantillons sérique correspond a |’inverse de la

derniéere dilution ayant donné une réaction positive.
11.1.2. Preécipitation des|gG au sulfate d’ammonium

Les protéines sont précipitées par les sels neutres a température ambiante, sans dénaturation.

Cet effet s'explique par une déshydratation des groupes hydrophiles des protéines.

Les sels les plus fréguemment utilisés sont les sels bivalents tels que le sulfate de sodium
(Na,")S04? ou sulfate d’ anmonium (NH,")SO, 2. Ce dernier est utilisé pour la précipitation
des proténes.

Dans un premier temps, I’échantillon est dilué dans une solution de NaCl 0,9%. La
précipitation se fait par addition d’un volume précis de sulfate d ammonium saturé a 40%, ce
volume est gjouté dans de la glace pilée pour éviter la dénaturation des proténes. Aprés
incubation du mélange une nuit a 4°C, les anticorps sont récupérés apres centrifugation a
3000 g pendant 20 min. Le culot est repris dans un volume minimal de sulfate d ammonium a
33% puis centrifugé a 3000 g pendant 20 min. Le culot fina est repris dans un volume

minimal de NaCl 0,9% puis soumis aune dialyse de 48 heures contre I’ eau distillée.
I1.2. Etude delabiodistribution et quantification delatoxine Bot 111

L’ étude de la distribution au niveau des compartiments de I’animal a été effectuée apres

injection d' une dose sublétale de latoxine Bot |11 par voie sous-cutanée ades rats (Figure 11).
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11.2.1. Préparation des échantillons

Les organes prélevés apres sacrifice des animaux sont mis dans de I’ eau physiologique. Les
organes (coaur, poumon et foie) sont ainsi broyés et les homogénats sont centrifugés a 3000 g
pendant 20 min. de |’ autre coté le sang récupére apreés sacrifice est mis a décanter 1 nuit a4°C
ensuite centrifugés a 3000 g pendant 20 min. Les surnageants des homogeénats et les sérums

sont conservés et serviront ensuite a la quantification de latoxine Bot I11.
11.2.2. ELISA sandwich

L’ étude de la biodistribution et la quantification de la toxine Bot Il dans les différents
organes (coaur, poumon et foie) ains que dans les sérums des animaux envenimés est

entreprise al’aide d'un test ELISA sandwich (mis au point par notre équipe).

Une microplaque est sensibilisée par des IgG totaux purifiés a partir du sérum de lapin
immunisé avec la toxine Bot 11, a une concentration de 10 pg/ml, dilué dans du tampon
carbonate/bicarbonate (0,1M, pH 9,5).

Apres incubation une nuit a 4°C, la microplague est lavée trois a quatre fois avec du PBS —
tweenyo 0,1%. Une saturation avec une solution de lait écrémé 5% diluée dans du PBS (0,1 M,
pH 7,4) contenant du tweeny a 0,1%est effectuée et la microplague est ensuite incubée
pendant 1 heure a37°C. Des lavages ont été ensuite effectués avec du PBS-tweenyp 0,1% afin

d’ éliminer les composants non specifiques.

Une gamme de toxine alant de 0,5 a 6 ng/ml ains que les échantillons sont déposés en
« duplicate ». Apres 1 heure d’'incubation a 37°C, suivie des lavages successives |e conjugué
(anti venin de Bot couplé a la peroxydase) dilué a 1/400 est déposé. La microplaque est
encore incubée pendant 1 heure & 37°C suivie des lavages au PBS-tweeny 0,1%.

La révélation s effectue apres addition d’une solution de substrat-chromogéne constituée,
respectivement, de |’ eau oxygenée (H,0O,) et de |’ OPD, araison de 20 mg dissout dans 10 ml
de tampon phosphate dilué dans du tampon phosphate (0,01 M, pH 7,4). Apres incubation 20
minutes a |’ obscurité, la réaction est arrétée par le dépbt de I’ acide sulfurique 2N. La lecture
de |’ absorbance est effectuée a 490 nm.

35



Chapitre II Matériel et méthodes

I1.3.Etude des altérations histologiques induites par la toxine Bot |11 en présence et en

absence d’immunothérapie

Parallelement a I’ éude de la biodistribution par ELISA sandwich, une étude histologique a
été réalisee sur les organes de I’animal afin de déterminer les effets de latoxine Bot 111 sur les

différents tissus.

L’ étude histologique permet de visualiser par microscopie photonique, I’ état des tissus et des
cellules des organes aprés envenimation avec un venin ou une toxine particuliere ou apres

neutralisation par un anti-venin ou un anti-toxine spécifique (Figure 11).

Cette études a été effectuées sur les organes ; (coaur, poumon et foie) afin de déterminer les
effets d’ une dose sublétale de la toxine Bot |11 ainsi que les effets neutralisants de I'immun-

serum specifique alatoxine Bot I11. Elle se déroule en plusieurs étapes :

e La fixation des organes se fait par immersion dans le formol 4% pendant de 48 heures
suivie d’'une déshydratation dans des bains d’ éhanol de degrés croissants, alant de 70 a
100° et d'un éclaircissement des organes a I’aide d'un solvant non miscible a I’ é&thanol

«lexyléne ».

e L’imprégnation des organes dans deux bains de paraffine (1 h et 24 h) a60° C est suivie de
la confection des blocs apres inclusion des organes dans la paraffine a |’ aide des barres de

Leuckart.

e Des coupes de 7um d épaisseur sont réalisées grace a un microtome. apres avoir taillé les

blocs sous forme de trapeze.

o L'éaement des coupes sur les lames Seffectue avec I'eau gélatinée suivi d’'un
déparaffinage avec chauffage des lames puis leur imprégnation dans deux bains de xyléne.
La réhydratation s effectue a |I’aide de |’ éthanol a degré décroissant (100° a 70°) suivie

d’ un lavage avec |’ eau distill ée.
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e Coloration des coupes d’ organes par la méthode d’ hématoxyline-€osine qui est la base de
la plus part des examens microscopiques (Dubreuil et Canivenc, 1967). L hématoxyline
colore les noyaux en brun-violacé, |le cytoplasme est coloré en rose par I’ éosine qui donne

une teinte allant de I’ orange au rouge pour les hématies (Hould, 1984).

e La coloration est suivie d'une déshydratation des coupes et leur montage entre lame et

lamelle avec une résine hydrophobe appel ée « Eukitt».

e L’observation des coupes est réalisée grace a un microscope photonique « Motic » et la

prise des photos s effectue grace au logiciel « motic-image ».
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|. Production d’'immun-sérum spécifique a latoxine Bot |11

Le contrdle de la production d anticorps lors de I'immunisation des lapins par des injections
sous cutanées dorsales a un intervalle de temps d’ une semaine, a été réalise par le test ELISA
simple. Ainsi les titres des deux immun-sérums ont été déterminés. Le dosage est réalisé avec

une microplaque sensibilisée avec 5 pg/ ml du venin total de Bot.

Les titres sont déterminés a partir d' une représentation graphique donnant la variation de
I” absorbance en fonction de I'inverse de la dilution des sérums (Figure 12). Ceci montre que
le taux d'anticorps des immun-serums expérimentaux augmente de maniére proportionnelle
en fonction du nombre d’injection. Un titre optimal est obtenu aprés injections répétées de la

toxine Bot 111 qui provoquent une réponse secondaire.

La premiéere injection j; induit une réponse primaire caractérisée par une reconnaissance d'Ag
et production d' IgM. La deuxiéme et la troisiéme injection du méme Ag (Js et Jis) induisent
une réponse secondaire caractérisée par la production d’ anticorps de type IgG. Dés le 22éme
jour ' est la phase de croissance ; lestitres en anticorps des immun-sérums expérimentaux des
lapins augmentent de maniéere proportionnelle avec le nombre d’injection jusgu'a atteindre un
titre optimal. Au Jx; (S;) le lapin 1 a donné un titre de 6400 et le lapin 2 a donné un titre en
anticorps de 800. Le jour Jx le titre en anticorps est arrivé a 12800 pour le lapin 1 et 1600
pour le lapin 2. Aprés injection de la derniere dose de la toxine le titre a atteint 25600 chez le
lapin 1 et 6400 chez lelapin 2 (Tableau V).

Quantitativement, I’immun sérum du lapin 1 présente un meilleur titre par comparaison avec
celui du lapin 2, donc le lapin 1 a mieux répondu a la toxine Bot Il par rapport au
lapin 1. Cette différence est expliquée par le fait que les CPA interviennent dans les premiéres
phases de la réponse immunitaire, en degradant I’Ag et en le présentant sous forme
élémentaire aux lymphocytes T en association avec des antigenes du complexe majeur

d’ histocompatibilité sur leurs membranes.

Cette activité fondamentale des macrophages est plus au moins efficace selon les individus et
peut étre modifiée par différents agents immunomodulateurs. Ces variations individuelles sont
en partie sous contrdle génétique (Bach et Chatenoud, 2002).

La précipitation des deux immun-sérums par le sulfate d ammonium a diminué le titre en
anticorps de moitié. Le titre de I’'immun-sérums du lapin 1 est passé a 12800 et celui du lapin
2 est passé a 6400 (Tableau V, Figure 13).
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Figure 12 : Titre en anticorps spécifiques alatoxine Bot 111 testés par ELISA simple.

A: serum S, B: serum S, C: serum Sq.
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Tableau IV : Titre en anticorps des immun-sérums en fonction du temps

Lapin1(L1) Lapin 2 (L2)
J22 (S) 6400 800
J29 (S3) 12800 1600
J36(S) 25600 12800

Tableau V : Caractéristiques des deux immun-sérums apres précipitation

Lapin L1 L2
Paramétres
Titre 12800 6400
ubDO/ml 30 34.6
Concentration (mg/ml) 21.42 24.71
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II. Etude dela biodistribution et quantification delatoxine Bot 111

Dans le but d' éudier la biodistribution de latoxine Bot 111 et sa quantification dans le sérum
et les différents organes (coaur, poumon et foie), des rats ont éé injectés par une dose
sublétale de la toxine Bot 111 par voie sous-cutanée puis ils ont été sacrifiés apres 15, 30, 60,
120, 180 et 1440 minutes apres injection.

Les sérums et les surnageants de broyats d organes récupérés apres centrifugation ont été
testés par latechnique ELISA sandwich.

Les concentrations de toxine au niveau du sérum et des organes (coeur, poumon et foie) sont
déterminées a partir d’une courbe standard obtenue en diluant la toxine Bot |1l dans du
tampon PBS. Cette courbe de concentration croissante, allant de 0.5 ng/ml a 6 ng/ml a donné

une bonne corréation avec un coefficient de linéarité égale &0.963 (Figure 14).

Les concentrations de la toxine Bot 11l obtenues aprés quantification par le test ELISA

sandwich au niveau des échantillons préparés sont illustrées au niveau du tableau V1.

Une concentration élevée de latoxine Bot |11 a éé observée dans les sérums des animaux peu
de temps aprés envenimation, entre 15 et 30 min le taux de la toxine atteint les 5 ng/ml.
L’ éimination de la toxine est rapide et commence apres 2 heures d’injection, c'est |a ou sa
concentration sérique commence a diminuer, a 24 h la toxine devient quasiment indétectable
au niveau sérique avec une concentration de 0,076 ng/ml. Ces résultats indiquent que
I’ absorption et la distribution de la toxine Bot 111 du site d’injection vers le compartiment

sanguin ainsi que son élimination sont tres rapides (Figure 15).

Au niveau des organes, il a éé remarqué que le pic de concentration de la toxine Bot |11 est
atteint aprés 30 min d’ envenimation. Cette concentration commence a diminuer apres une
heure, cette diminution devient importante apres deux heures jusgu'a ce qu’ elle devienne tres
faible apres 24 heures. Le coaur fixe une concentration éevée de toxine qui peut atteindre les
5 ng/ml (x 0,15) par comparaison au foie qui a fixé une concentration maximale de 3 ng/ml

(= 0,44), le poumon a fixé une concentration de 4 ng/ml (+ 0,24) (Figure 15, Figure 16).
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Figure 14 : Courbe standard du dosage de latoxine Bot I11.

Tableau VI : Concentrations des toxines Bot Il (ng/ml) dans les échantillons testés par
ELISA sandwich.

romms (minéchanti"on serum Caoaur Poumon Foie
15 5,35 (+0,084) 3,98 (+0,33) 3,88 (+0,29) 2,31 (+0,091)
30 5,77 (x0,22) 5,3 (x0,15) 4,2 (+0,24) 3,43 (+0,44)
60 4,9 (+0,55) 4,44 (+0,091) 3,51 (+0,26) 2,14 (+0,07)
120 2,86 (£0,27) 3,88 (x0,20) 3,06 (x0) 1,49 (£0,12)
180 1,18 (+0,17) 1,81 (£0,43) 0,82 (x0,29) 0,62 (x0,063)
1440 0,076 (+0,062) | 0,096 (+0,045) 0,08 (+0,068) 0,076 (+0,062)
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Figure 15 : Evolution du taux delatoxine Bot 111 dans|e sérum et |e coaur.
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Figure 16 : Evolution du taux de latoxine Bot 111 dans le poumon et lefoie.
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I11. Etudesdesaltérationstissulaires provoqueéespar latoxine Bot |11 au niveau
desorganes; poumon, ccaur et foie

Afin de mettre en évidence les atérations tissulaires provoquées par latoxine Bot 111 purifiée
sur les organes : poumon, coaur et foie, des rats ont recu une dose sublétale de cette toxine par
Voie sous-cutanée puis ils ont été sacrifiés 30 min, 3 et 24h apres injection. Par la méme voie

les ratstémoins ont recu du NaCl 0,9%.
I11.1. EffetsdelatoxineBot |11 sur le parenchyme pulmonaire

Les coupes histologiques des poumons des rats témoins qui ont recu de I’eau physiologique
montrent une structure normale ; le parenchyme pulmonaire est constitué d’ alvéoles séparés
les uns des autres par des cloisons intra-alvéolaires contenant des pneumocytes et des

capillaires sanguins.

Les coupes histologiques des poumons des rats ayant recu une dose sublétale de la toxine
Bot Il et sacrifié apres 30 minutes 3 et 24 heures montrent une désorganisation du
parenchyme pulmonaire qui se manifeste par un épaississement des cloisons intra- alvéolaires
avec des zones hémorragiques au niveau des alvéoles et au niveau de I’acinus glandulaire
ains gu’'une infiltration de cellules inflammatoires. Les coupes montrent également la

présence de zones oadémateuses.

Ces atérations sont toujours persistantes apres 24 heures d envenimation, Le parenchyme
pulmonaire est désorganisé et les hémorragies et |I'oadléme sont persistants. Cependant
I"infiltration des cellules inflammatoires est plus apparente aprés 30 min et 3h d’ envenimation

qu’ apres 24h (Figure 17).
I11.2. EffetsdelatoxineBot |11 sur le myocarde
L es coupes histol ogiques des rats témoins montrent une structure cardiague normale.

L’ étude histologique du coaur apres envenimation avec une dose sublétale de latoxine Bot 11|
par voie sous-cutanée montre des zones hémorragiques, présence d’ oadéme interstitiel ainsi
gu’ une hypertrophie des fibres cardiagues. Aprés 3 heures d’ envenimation ces altérations

sont plus intenses avec infiltration de cellules inflammatoires (Figure 18).
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Figure 17: Effets histopathologiques d' une dose subléale de la toxine Bot Ill sur le
parenchyme pulmonaire aprés injection en s.c a des rats sacrifiés apres 30 min, 3 h et 24 h.

Coloration H.E. Obj x40.
A : Témoin, B : Apres30 min, C : Apres3 h, D : Aprés 24 h.

A : Alvéole. Cl : Cloisonintra-alvéolaire. Cs: Capillaire sanguin
Cins : Céellulesinflammatoire. Ecl : Epaississement de cloison intra-alvéolaire.

O : (Edéme. Hr : Hémorragie.

46



Chapitre III Résultats et discussion

Figure 18 : Effets histopathol ogiques d’ une dose sublétale de latoxine Bot |11 sur le myocarde
aprésinjection en s.c adesrats sacrifiés aprés 30 min, 3h et 24 h,

Coloration H.E. Obj x40.

A : Témoin, B : Aprées30min, C : Aprés3 h, D : Aprés24 h.

N : Noyau. Fc : Fibre cardiaque. Hr : Hémorragie. hf : hypertrophie des fibres

cardiague. Ci¢ : Céllulesinflammatoires, O: (Edeme
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Apres 24 h d envenimation |’ cedeme et I’hémorragie sont toujours présents. Cette toxicité
cardiaque est due a la liaison directe de la toxine Bot Il aux canaux sodiques voltage-

dépendants des cellules myocardiagues.
[11.3. EffetsdelatoxineBot 111 sur le parenchyme hépatique

Le parenchyme hépatique des rats témoins présente un aspect normal ; il est constitué de
cellules disposées en travées orienté de maniére radiaire autour de la veine centrolobulaire.
Les hépatocytes sont des cellules mono ou binucléés, entre eux se profilent des espaces

sinusoidaux, ou se trouvent les cellules de Kupffer.

L’analyse histologique du parenchyme hépatique des rats ayant recus une injection sous
cutanée d'une dose sublétale de la toxine Bot 111 révele des modifications structurales qui
consistent en une congestion de la veine centrolobulaire avec infiltration de cellules
inflammatoires apparente beaucoup plus aprés 3 et 24h d’ envenimation ainsi que la présence
de zones hémorragiques. Des atérations sont également observées au niveau des structures de
noyaux qui sont hypertrophiés. Des zones cedémateuses ont été également observées ainsi

gu’ une dilatation des espaces sinusoidaux (Figure 19).

V. Effets de I'immunothérapie sur les altérations tissulaires induites par la toxine
Bot |11

IV.1. Effetsdel’immun-sérum spécifique a Bot 111

L’ administration de I’immun-sérum spécifique a latoxine Bot |11 avec une dose de 40 mg/ kg
du poids corporel del’animal par voie intrapéritonéale 30 minutes aprés I’ injection d’ une dose
sublétale de la toxine Bot |11 par voie sous cutanée que I'immun-sérum réduisait les effets

hi stopathol ogiques au niveau des organes poumon, caeur et foie (Figure 20).

Au niveau du caoaur, la structure du myocarde parait bien organisée et ressemble a celle du
témoin avec absence d’hémorragie et d'infiltration de cellules inflammatoires. Néanmoins,
des zones oadémateuses sont toujours présentes mais elles sont réduites par rapport a celles ou

lesrats n’ont pas eu d’ immunothérapie.
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Figure 19: Effets histopathologiques d’'une dose sublétale de la toxine Bot IIl sur le
parenchyme hepatique aprés injection en s.c a des rats sacrifiés aprés 30 min, 3 h et 24 h.
Coloration H.E. Obj x40.

A : Témoin, B : Apres30 min, C : Aprés3 h, D : Apres24 h.

Cb : cellules binucléées. Es: espace sinusoidale. V¢ : veine centrolobulaire.  C : Congestion.
Cint : cellulesinflammatoires. Nh : noyaux hypertrophiées. Hr : hémorragie.

O : (Edeme. Esd : espace sinusoidale dilaté
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Il est a noter qu'au niveau du poumon, |I’hémorragie a été neutralisee et que |’ oxdéme
pulmonaire a été réduit en présence d'immun-serum spécifique a Bot 111. Cependant nous

avons remarqué une persistance d épai ssissement des parois intra-alvéolaires.

Au niveau du foie nous remarquons que la structure du parenchyme hépatique des rats ayants
recu I'immun-sérum aprés envenimation est semblable a celle du témoin. L’hémorragie est
guasiment absente, il en est de méme pour I'infiltration des cellules inflammatoires. L’ cedeme
est toujours présent mais plus réduit que celui observé chez les rats n'ayant pas recu

d’ immun-sérum.

Les coupes histologiques des différents organes coaur, poumon et foie des rats ayants recu
I"immun-sérum spécifique apres 30 minutes d’ envenimation par la toxine Bot 11 montrent
gue les anticorps présents ont effectué une neutralisation partielle des effets

hi stopathol ogiques induits par cette toxine.

V.2, Effetsdel’immun-sé& um spécifique a Bot

L’ administration de I’'immun sérum spécifique au venin Bot araison de 40 mg/ kg du poids de
I’animal par voie i.p. 30 minutes aprés I'injection sous-cutanée d’une dose sublétale de la
toxine Bot 111 a montré que les effets histopathologiques sont persistants mais moins intenses
(Figure 21).

L’ hémorragie, I’ cademe et |’ épaississent des parois intra-alveolaires sont persistants au niveau
du parenchyme pulmonaire, au niveau du myocarde, |’ cadéme avec une infiltration de cellules
inflammatoires est observé. Les espaces sinusoidaux sont dilatés et il y a apparition de la

congestion au niveau du parenchyme hépatique.

Par comparaison avec |’ effet de I'anti-toxine Bot 111, nous remarquons que I’'immun-sérum
spécifique a Bot 111 est plus efficace dans la neutralisation des Iésions tissulaires induites par

latoxine Bot III.
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Figure 20: Effets de I'immun-sérum spécifique a Bot Il sur les altérations tissulaires
induites par latoxine Bot I11. Coloration H.E. Obj x40.

A, B, C : témoins poumon, caaur et foie. D, E, F : poumon, coaur et foie en présence de toxine Bot 111

(aprés 24 h). G, H, | : poumon, coaur et foie en présences de toxine Bot 111 et d’immun-sérum spécifique a
Bot Il
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Figure 21: Effets de I'immun-sérum spécifique & Bot sur les atérations tissulaires induites par
Bot I11. Coloration H.E. Obj x40.

A, B, C : témoins poumon, ccaur et foie. D, E, F : poumon, coaur et foie en présence de toxine Bot 111
(aprés 24 h). G,H,I : poumon, caaur et foie en présences de toxine Bot |11 et d’'immun-sérum
spécifique a Bot.
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Discussion générale

Afin d'éudier la biodistriution de la toxine Bot 11, des anticorps spécifiques a cette toxine
ont été produits apres immunisation de deux lapins par des injections sous-cutanée de la
toxine Bot Il1. A lafin de I’'immunisation, Le titre en anticorps des deux lapins est different ;
le lapin 1 a donné un titre plus éevé que celui du lapin 2. Ceci est du aux différences tres
marquées qui existent dans la réponse de chaque individu a I'injection, dans les conditions
identiques, d’un méme antigene. |l existe donc de bons et de mauvais producteurs d’ anticorps
(Letonturier, 1998).

L’ étude de la distribution du venin total ou celle des toxines purifiées permet une meilleure
compréhension de la physiopathologie de I’ envenimation scorpionique, spécialement par la
détermination du taux de venin et de toxine au niveau du sérum et des tissus. Pour cela des
techniques immunoenzymatiques ont été mises au point afin de quantifier le venin lors d’ une
envenimation ophidienne et scorpionique. Nous avons opté pour le test ELISA sandwich dans
le but d' étudier ladistribution de latoxine Bot I11 et de déterminer sa concentration au niveau

du sérum et des tissus (coaur, poumon et foie) chez un model expérimental.

Latechnique ELISA a été largement utilisée en clinique et dans I’ é&tude expérimentale pour la
quantification du venin et de I’anti-venin, compte tenu sa facilité de manipulation. Son
utilisation est recommandée car elle n'implique pas I’ utilisation de matériels radioactifs
(Theakston, 1983; Ho et al., 1986; Chavez-Olortegui et al., 1993).

L’ application du test ELISA sandwich dans la quantification et I’ éude de la distribution de la
toxine Bot 11l chez les rats envenimés par une dose sublétale de cette toxine par voie sous-
cutanée a montré que la toxine Bot |11 présente une cinétique tres rapide, elle apparait dans le
sang apres un temps court de I'injection (15 min). Le pic de concentration est atteint apres 30
min d envenimation pour le sérum et les différents organes étudiés. A partir de 2 h ce taux
commence adiminuer et a 24 h latoxine devient indétectable. La concentration de la toxine
est élevée dans le coaur vu la liaison direct de la neurotoxine au niveau des cellules du
myocarde. Ces résultats suggerent une absorption, une distribution rapide du site d’injection

vers le compartiment sanguin et tissulaire.
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Les résultats obtenus dans cette étude sont en accord avec ceux obtenus lors d' une éude
de la biodistribution des trois neurotoxines qui composent le venin de scorpion Androctonus
australis hector ; Aahl, Aah Il et Aah |1l aprés leur injection en tant qu’ extrait agueux par
Voies sous-cutanée a des lapins. Ces trois toxines apparaissent dans le plasma apres un temps
court d'injection et leurs taux dans le plasma diminuent rapidement. La concentration
maximale d’ Aah | mesurée a2 ng/ml est observée aprés 43 £ 11 min, celle d’ Aah |1 atteint les
3 ng/ml apres 26 £ 10 min et Aah |11 est atteinte apres 49 + 10 min. Le taux des trois toxines
diminue rapidement dans le plasma et devient indétectable apres 1440 min. la toxine Aah 11
devient indétectable aprées 180 min (Devaux et al., 2004).

Ceci confirme que les toxines apparaissent rapidement dans le plasma apres injection sous-
cutanée comme il a éé deécrit pour le venin total cependant les toxines s éiminent plus
rapidement que d’ autres composés du venin. L’ apparition précoce des toxines dans le plasma
est en accord avec le temps d’ apparition de la majorité des symptémes cliniques c'est-a-dire
entre 5 et 20 min d’envenimation. Ainsi la sérothérapie doit étre administrée immédiatement

pour prévenir laliaison de latoxine asacible (Krifi et al., 1998).

La biodistribution a été également éudiée pour le venin total. Revelo et ses collaborateurs
(1996) ont utilisé le test ELISA pour I’ étude de la distribution du venin de Tityus serrulatus
aprés son injection par voie s.c a des souris et ont montré que le venin est absorbé avec un
temps maximal de 2 heures de son site d'injection, la concentration maximale du venin et
atteinte apres 30 min dans le sérum et les différents organes étudiés (coaur, poumon, foie, rein

et cerveau) et son élimination se fait aprés 8 heures d’injection.

Une concentration maximale du venin de scorpion Buthus occitanus tunetanus est détectée
entre 30 et 60 min apres injection d une dose de 75 mg/kg chez les lapins par voiei.v. (Krifi
et al., 2001). Hammoudi-Triki et ses collaborateurs (2007) ont appliqué le test ELISA pour
mettre en évidence la toxicocinétique du venin de scorpion et ont montré que |’ absorption
précoce du venin consiste en |’ apparition rapide des symptémes cliniques apres envenimation
chez un model expérimental de rats.

En outre, la biodistribution a été étudiée par le test RIA. Ismail et ses collaborateurs (1980)
ont détecté une forte concentration du venin d’ Andorctonus amoreuxi marqué a I’ 1'% aprés

5 min de son injection par voiei.v adeslapins.
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Ces mémes résultats ont été observeés lors de |'éude de Murugesan et ses collaborateurs
(1999) réalisée sur des lapins injectés par voiei.v. du venin de scorpion Mesobuthus tamulus
concanesis Pocock.

Letest ELISA permet la quantification des toxines ou de venin libre seulement, cette méthode
ne peut pas mesurer les toxines complexées avec les anticorps, cependant la radioactivité
permet la quantification des toxines totales, libres ou liées aux anticorps (Hammoudi-Triki et
al., 2007). Le radio-marquage marqgue toutes les molécules du venin du méme degré donc il
détecte méme les mol écules du venin dégradées ou neutralisées.

La toxine Bot |1l a une distribution analogue a celle des toxines Aah | et Aah |l, cependant
elle n’est pas identique a celle mesurée par le test ELISA apres injection des venins de Buthus
occitanus tunetanus (Krifi et al., 2002) Tituys serrulatus (Revelo et al.,1996) Androctonus
australis hector (Hammoudi-Triki et al., 2007) et Androctonus mauritanucus mauritanicus
(El Hafney et al., 2002). Donc la pharmacocinétique du venin total differe de celle des toxines
purifiées. Les toxines disparaissent du plasma plus rapidement, ce qui indique que
I’immunothérapie doit étre administrée en urgence pour les victimes appartenant au grade 11
et s C'est possible pour les patients appartenant au grade 11 pour prévenir la progression des
symptémes vers le grade 111, éant donné que les patients peuvent progresser du grade Il en
grade |1l entre 2h et 4h de I’envenimation, a ce moment les toxines disparaissent du sang
(Krifi et al., 2002).

Le but d utiliser une immunothérapie spécifique a une toxine est de neutraliser la toxicité du
venin total. Selon Devaux et ces collaborateurs (2002), la neutraisation de la toxine
Aah |l seulement pourrait diminuer latoxicité du venin total de 42 a 84%, le taux de mortalité
des victimes étant de 0,1 a0,2%, si latoxicité du venin est neutralisée de 42 a 84% le déceés de

ces victimes pourrait étre évite.

L’ étude de la distribution et la quantification de la toxine Bot |1l a é&é complétée par une
étude histologigue des organes ; coaur, poumon et foie. L’ administration d’ une dose sublétale
de latoxine par voie sous cutanée a montré des |ésions tissulaires au niveau des trois organes
étudiés.
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Au niveau du coaur nous avons observeé la présence d hémorragie, cedeme, ains qu’une
hypertrophie des fibres cardiagues, une atération au niveau des noyaux a éé observée
(pycnose ou caryolyse) et une infiltration des cellules inflammatoires au niveau des tissus

observeés apres 3h d’ envenimation.

Des lésions similaires (hémorragie, cadéme et caryloyse) ont été observées apres injection du
venin d'Aah, sa fraction toxique et sa toxine Aah Il par voie intra-péritonéale ou apres
injection du venin d’ Aah par voie s.c (Sami-Merah et al., 2008; Adi-Bessalem et al., 2008).

Il a été constaté que les venins de scorpion présentent un effet direct sur les fibres musculaires
cardiaques et induisent leur épaississement. Cette toxicité cardiaque est due alaliaison directe
des neurotoxines avec les canaux ioniques des cellules cardiaques (Ghazal, 1975 ; Ismail,
1980).

En outre, il éé démontré que la toxicité cardiague est causee par la libération des
neuromeédiateurs cholinergiques et adrénergiques par le systeme nerveux sympathique et
parasympathique suite a une liaison des toxines de scorpion aux canaux ioniques voltage
dépendant (Gueron et Yarom, 1970; Freire-Mala et al., 1983; Ismail et al., 1995; Mazzel De
Davilaet al., 2002).

L’injection d’ une dose sublétale des venins de Tityus serrulatus et celui de Titiyus trinitatis a
des rats présente les mémes | ésions tissulaires avec hémorragie et oadéme (Corréa et al., 1997,
Daidley et al., 1999).

Des auteurs rapportent que les neurotoxines des venins de scorpions se lient directement aux
canaux sodiques voltage dépendant des cellules neuronales et des cellules musculaires et
affectent leurs membranes en entrainant une modification du potentiel d'action et par
conséquence, il y a une libération massive de neurotransmetteurs, tel que les catécholamines
et |’ acétylcholine responsable notamment des dysfonctionnements cardiaques et pulmonaires
(Gueron et Yarom, 1970; Freire-Maia et al., 1983; Ismail et al., 1995; Mazzel De Davila et
al., 2002). Ceci expliquerait e taux éevé de latoxine Bot |11 détecté au niveau du coeur apres
dosage par le test ELISA sandwich.

Au niveau du parenchyme pulmonaire, les coupes histologiques ont montré une
désorganisation du parenchyme pulmonaire qui se manifeste par un épaississement des
cloisons intra- alvéolaire, des hémorragies, une infiltration de cellules inflammatoires, ainsi

gue des zones oxlémateuses.
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Des lésions similaires ont été observées aprés injection du venin total d’Aah par voie sous
cutanée, ou celle de sa fraction toxique (FioxGso) €t de sa toxine la plus active Aah |1 par voie
intra-péritonéale (Adi-Bessalem et al., 2003; Sami-Merah et al., 2008). Des lésions du
parenchyme pulmonaire on été également observées aprés injection d autre venins. Bertke et
Atkins (1961) ont montré gque le venin de Centroroides Sclupturatus induit ces mémes
lésions. L’ hémorragie et I’ oadéme intra-alvéolaire ont été observés apres injection du venin de
Leiurus quinquestriatus ades souris (El Asmar et al., 1972).

Une dilatation des parois aveéolaires, cedeme pulmonaire accompagnée par une infiltration des
leucocytes des poumons de lapin et du bélier ont été observées aprés envenimation par le
venins de Tityus discrépans (D’ Suze et al., 2004, 2007). Ces mémes |ésions ont été observées
aprés injection du venin de Tityus serrulatus ou sa fraction toxique, Ces atérations seraient
responsables de |I'’augmentation de la perméabilité membranaire ainsi que de I'infiltration
cellulaire (De Matos et al., 2001).

L’ cedéme pulmonaire est une complication majeure observé chez les personnes piquées par un
scorpion. 1l est généralement la principale cause de la maorité des cas de déces apres
envenimation. L’ cedeme pulmonaire peut étre induit par deux meécanismes: 1) Un facteur
cardiogénique relié directement a un disfonctionnement du ventricule gauche, ce
disfonctionnement est causé par la libération massive des catécholamines ou par des |ésions
de myocardes suite a la liaison de neurotoxines (Mazzei De Davila et al., 2002; Zeghal et al.,
2000). 2) Un facteur non cardiogéniques qui pourrait étre le résultat d’ une augmentation de la
perméabilité vasculaire du poumon suite a une libération massive des médiateurs
inflammatoires (Amaral et al., 1994; Gueron et al., 1996; Freire-Maia et De Matos, 1993).

Des éudes ont montré que I’ cedeme pulmonaire chez le rat induit par le venin de Titiyus
serrulatus est du a I’ activation de la cascade inflammatoire et la libération des médiateurs
lipidique de I'inflammation notamment le PAF, les leucotriénes et les prostaglandines (De
Matos et al., 1997, 1999).

Au niveau du parenchyme hépatique la toxine Bot 111 ainduit des modifications structurales
qui consistent en une congestion de la veine centrolobulaire avec infiltration de cellules
inflammatoires, hémorragie et caryolyse. Des zones oxlémateuses ont éé également

observées ainsi qu’ une dilatation des espaces sinusoidaux.
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Des changements histopathologiques similaires ont été observés au niveau du foie aprées
injection du venin d’Aah a des souris (Adi-Bessalem et al., 2003). La congestion et
I”hémorragie ont été observées aprés injection du venin de Tityus serrulatus et sa principale
neurotoxine TsTX-1 (Corréaet al., 1997).

L’ altération des noyaux des hépatocytes (pycnose et caryolyse) est également observée dans
la plupart des envenimations scorpioniques. La pycnose des noyaux est souvent le résultat
d’une condensation de la chromatine qui se colore intensément avec les colorants basiques
comme |I” hématoxyline. La caryolyse serait due a une désintégration de la chromatine qui ne

présente aucune coloration quelque soit le colorant utilisé (Cabane et Bonenfant, 1980).

Nous avons constaté que les atérations au niveau du parenchyme hépatique étaient trés
marquantes méme s le test ELISA sandwich arévélé que le foie a fixé un taux trés faible de
toxine Bot 111 .ceci pourrait étre expliqué par le fait que le venin de scorpion et ses toxines
induisent leurs effets indirectement sur le foie, par |a libération accrue des neurotransmetteurs

au niveau des synapses.

L’ ensemble des altérations histologiques observées serait du au fait que latoxine Bot |11 soit
une o neurotoxine qui se lie au site 3 du canal sodique voltage épendant et bloque ainsi son
inactivation. Cette inactivation se traduit par une hyperexcitabilité du systeme nerveux et une
libération accrue de neuromédiateurs, tel que les catécholamines et |'acétylcholine. Les
|ésions tissulaires observées apres injection de la toxine Bot |11 pourraient étre reliées au taux

élevés des catécholamines circul ants apres action directe de la toxine sur le systeme nerveux.

La congestion et |"hémorragie observées au niveau des organes étudiés pourraient étre
générées du fait que la toxine cause I’ augmentation du flux cellulaire des ions Ca*, c'est ce

qui vainduire I’ activation des PL responsables de I’ hydrolyse des membranes cellulaires.

L’ immunothérapie reste a |’ heure actuelle le seul traitement spécifique contre I’ envenimation
scorpionique, cependant son efficacité dépend de plusieurs paramétres ; la dose, la voie et le
délai d’administration, la qualité et 1a capacité neutralisante des anticorps.

Nous avons observé que I’administration de I'immun-sérum spécifique a Bot |11 par voiei.p
30 min aprés injection s.c de latoxine Bot |11 réduisait les Iésions tissulaires induites par cette
toxine. Donc I’'immun-sérum assure une neutralisation partielle des effets histopathol ogiques

delatoxine Bot I11.
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Dans notre étude, la neutralisation partielle provoquée par |'immun-sérum est
probablement due a la différence de la pharmacocinétique de la toxine et celle de I’ anticorps.
La toxine ayant une masse moléculaire ne dépassant pas 7 kDa, sa distribution et son
élimination sont tres rapides, contrairement a |’ anticorps qui possede une masse moléculaire
de I'ordre de 150 kDa, sa distribution et son éimination seront par conségquence plus

retardées.

La capacité neutralisante des fragments F(ab)', anti FioxGso de venin d’ Aah administré par
voie intra-péritonéal e apres injection d' une dose sublétale ou d’ une DLs du venin d’ Aah sur
les modifications histopathologiques des organes coaur, poumon et foie montrent une
neutralisation de la quasi-totalité des perturbations tissulaires; sans cedeme ni hémorragie
(Adi-Bessalem et al.,2003).

Afin  d'assurer une neutralisation totale des effets toxiques, I'utilisation de molécules
neutralisantes de taille plus faible serait recommandée, comme c’est souvent le cas pour les
fragments Fab. Ces fragments présentent cependant I’ inconvénient d’ étre éiminer rapidement
peut étre méme avant de se lier alatoxine et de la neutraliser. L’ utilisation d’un mélange de
deux types de fragments (Fab/F(ab)’,) pourrait répondre a cet inconvénient. Pour cela, Sami-
Merah et ses collaborateurs (2008) ont appliqué un traitement d’immunothérapie constitué
d’une combinaison entre les fragments Fab’ ,/Fab apres I’ administration du venin total d’ Aah,
la fraction toxique FixGsp €t latoxine Aah II. Cette combinaison s est montrée efficace dans
la neutralisation des lésions cardiaques et pulmonaires ainsi que dans la réduction de la
migration cellulaire induite par le venin, sa fraction toxique et sa toxine la plus active. Le
traitement avec une combinaison Fab’',/Fab présente des effets neutralisants plus signifiants

gue d’ autres types d’ anticorps.

De Rezende et ses collaborateurs (1998) ont montré une réduction de manifestations
cardiovasculaire des effets du venin et scorpion Tityus Serrulatus apres administration de
I"anti-venin chez les humains. Ces auteurs ont suggéré la capacité neutralisante des fragments
Fab', sur le venin circulant. Hamed (2003) a reporté que le taux de mortalité a é&té réduit chez
les patients traités avec un antivenin specifique apres envenimation avec Leuirus

guinquestriatus ou Androctonus crassicauda.
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L’ administration de I'immun-sérum spécifique au venin Bot aprés injection s.c de la toxine
Bot |1l a montré une faible efficacité de neutralisation des lésions tissulaires induites par la
toxine. Ceci est probablement du, non seulement, a la différence de pharmacocinétique entre
la toxine et |’anticorps, mais aussi a la faible concentration des anticorps specifiques a la

toxine Bot 111 dans|’immun-sérum spécifique a Bot.

Latoxine Bot 111 représente environ 0,08% des protéines totales du venin de Buthus occitanus
tunetanus, I'immun-sérum produit par immunisation des animaux par le venin de Bot

contiendrait une faible concentration en anticorps spécifiques alatoxine.
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Conclusion
Letravail que nous avons réalise présente deux objectifs :

e |’étude de labiodistribution de latoxine Bot |11 et la détermination de sa concentration en
fonction du temps dans les différents compartiments (sérum et organes) par application
du test ELISA sandwich.

e l'analyse des effets histopathologiques causés par la toxine Bot Il au niveau du
myocarde, du foie et des poumons, en présence et en absence d’'immun-sérum spécifique
alatoxine Bot |11 ou au venin total Bot.

La rédisation de ce travail a été abordée suite a une envenimation expérimentale avec une

injection d' une dose subl étale de latoxine Bot 1.

Les résultats obtenus ont montré que la toxine Bot Il présente une absorption, une
distribution et une élimination tres rapides. Ce qui fait de I’ envenimation scorpionique un cas
d’ extréme urgence qui nécessite une prise en charge des patients envenimés dans les plus
brefs délais, avec un traitement approprié qui suggere I’utilisation de petits fragments
d’anticorps qui peuvent étre liminés aprés leur liaison aux toxines, associée a un traitement
symptomatique.

Le test ELISA sandwich reste un outil de recherche tres efficace pour I'étude de la
biodistribution et la quantification des antigénes sériques. L’utilisation du test ELISA est

également tres fréguente en clinique afin de suivre I’ évolution de |’ état de I envenimé.

L’ analyse des effets histopathologiques a montré que la toxine Bot |11 est capable d’induire
des atérations tissulaires telles que des cadémes et des hémorragies au niveau des organes
caaur, poumon et foie. Ces modifications seraient dues a la liaison directe de la toxine Bot |11
au cana sodigue potentiel-dépendant ce qui va augmenter le taux des neurotransmetteurs qui

vont aleur tour activer les phospholipases endogenes.

L’ utilisation de I'immunothérapie spécifique a la toxine Bot 111 a montré que I’immun-sérum
aneutralisé d une maniere partielle les atérations tissulaires au niveau du coeur, du poumon et
du foie. Ceci serait du a la différence des paramétres pharmacocinétiques entre la toxine et

I’ anticorps.
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L’ administration de I'immun-sérum spécifique au venin Bot aprés injection de la toxine
Bot Il a montré une faible efficacité dans la neutralisation des effets histopathologiques
induites par la toxine. Ceci serait du, non seulement, a la différence de pharmacocinétique
entre latoxine et |’ anticorps, mais aussi ala faible teneur des anticorps spécifiques alatoxine

Bot 111 dans I”immun-sérum spécifique au venin total.

Afin d assurer une restauration efficace des |ésions tissulaires et une neutralisation complete
de la toxine, il est recommandé d'utiliser des fragments neutralisants de faible poids
moléculaire (fragments Fab ou F(ab)’,) spécifigues alatoxine.

En perspectives:

e Mise au point d'un test ELISA rapide et son application afin de quantifier la toxine
apres immunothérapie.

e Reédisation d’une éude immunohistochimique dans le but de localiser la neurotoxine
sur sacible.

e Application de I'immunothérapie avec des fragments d’ anticorps ; Fab et/ou F(ab’)..
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Abstract: Bot Il toxin is an a neurotoxin purified from Buthus occitanus tunetanus venom
one of the most dangerous scorpions in Algeria. It binds to site 3 of sodium channel of
excitables cells and blocks his inactivation.

The aim of this work is to study the biodistribution of the toxin Bot Il in the different
compartments by application of ELISA sandwich test, and to analyze the histopathologic
effects induced by this toxin in the organs (heart, lung and liver), in the presence and absence
of immunotherapy, after experimental envenomation. The results of our study showed that the
absorption, distribution and elimination of thistoxin are very fast. The Bot 111 toxin appearsin
serum 15 min after subcutaneous injection, peaked in serum and organs within 30 min after
envenomation. After 3 hours the concentration of the toxin is very low and undetectable at 24
hours after its injection. These results show that scorpion envenomation is a case of extrem
emergency that requires rapid and specific treatment.

The biodistribution study is complemented by an analysis of the histopathological effects
induced by toxin Bot |11 in the organs (heart, lung and liver). Histology study showed that the
Bot Il toxin induced tissue damage represented by hemorrhage, edema, infiltration of
inflammatory cells, congestion and thickening of intra-alveolar walls. Such tissue damage is
due to the increased release of neurotransmitters (catecholamines and acetylcholine) that will
induce the activation of endogenous phospholipase.

The use of Immunotherapy shows that specific immune serum causes partial neutralization of
tissular lesions. This is due to the difference in pharmacokinetics between the toxin which
presents a rapid biodistribution and antibodies which have slower biodistribution. Therefore,
it isrecommended to use smaller neutralizing fragments.
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